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Abstrakt

Neuropatogenni motolice Trichobilharzia regenti (Schistosomatidae) infikuje centralni
nervovou soustavu ptaka a savcl. Béhem své migraci michou poskozuje nervovou tkan
avyvolava zanét, ktery je pii infekci savel patrné zodpoveédny za eliminaci paraziti. Tato
prace s vyuzitim imunohistochemického znaceni detekovala v postizené mise mysi
C57BL/6J béhem infekce prozanétlivé cytokiny IL-18 a IL-17. Zaroven vSak byly
identifikovany i IL-4 a IL-6, které se patrn¢€ podilely na regulaci zanétu a poskozeni tkane.
Tyto cytokiny byly produkovany mikrogliemi a astrocyty, ale 1 dalSimi
neidentifikovanymi buitkami. Reakce periferni imunitni odpovédi byla charakterizovana
na zéklad¢ fenotypizace T lymfocytl ve sleziné infikovanych mysi pomoci prutokové
cytometrie. Produkované cytokiny v dobé€ kulminace zanétu v mise vypovidaly o smiSené
imunitni odpovédi (Th1/Th2). Vysledky této prace prohloubily znalosti o bunécné
imunitni odpovédi mysi pfi infekei 7. regenti a potvrdily vliv zanétu v miSe na polarizaci

periferni imunitni odpovédi.

Klicova slova: cytokiny, slezina, CNS, mikroglie, astrocyty, Trichobilharzia regenti,

imunohistochemie, pritokova cytometrie



Abstract

The neuropathogenic trematode Trichobilharzia regenti (Schistosomatidae) infects the
central nervous system of birds and mammals. During its migration through the spinal
cord, the parasite causes tissue damage and triggers inflammation which is likely
responsible for the elimination of the parasite. In this thesis, the proinflammatory
cytokines IL-1p and IL-17 were detected by immunohistochemistry in the affected spinal
cord of C57BL/6J mice during the infection. Additionally, IL-4 and IL-6, participating in
the regulation of the inflammation and tissue repair, respectively, were noticed.
Astrocytes, microglia and other, yet unidentified cells, produced these cytokines.
Furthermore, splenic T-lymphocytes were phenotyped by flow cytometry to characterize
peripheral immune response. At the peak of nervous tissue inflammation, mixed
(Th1/Th2) cellular immune response was observed. Taken together, this thesis extended
the knowledge of cytokine immune response of mice infected with 7. regenti and also
confirmed that inflammation in the nervous tissue influences the polarization of

peripheral immune response.

Key words: cytokines, spleen, CNS, microglia, astrocytes, Trichobilharzia regenti,

immunohistochemistry, flow cytometry
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1.Uvod a cile prace

Centralni nervova soustava (CNS) je vzhledem k omezené moznosti regenerace citliva na
jakékoliv poskozeni, plisobeni parazitarnich organismt nevyjimaje. Je popsana cela fada
infekci CNS rliznymi zivotnimi stadii helmintt (napt. Taenia. solium, Angiostrongylus
cantonesis, Echinococcus granulosus, Toxocara canis a cati, nebo lidskymi
schistosomami) ale i1 jednobunécnymi parazity (Toxoplasma gondii Plasmodium
falciparum, Neagleria fowleri, nebo africkymi trypanosomami) (Finsterer & Auer, 2013).

Tyto organizmy poskozuji hostitelovu tkan svymi exkre¢né/sekre¢nimi produkty
nebo mechanicky svoji migraci a ristem. To samoziejmé¢ vyvolava imunitni reakci
hostitele, ktera pro néj v ptfipadé nedostate¢né regulace miize byt fatilni. Imunitni
odpovédi v CNS se ucastni jak rezidentni gliové buniky (mikroglie a astrocyty) tak i fada
leukocytti infiltrujicich z periferni krve. Pro regulaci aktivace a migrace perifernich i
rezidentnich bun¢k jsou klicové jimi produkované cytokiny.

Ackoliv vyznam neurotropnich helmintii pro lidské zdravi je neoddiskutovatelny,
poznatky o jimi imunitni odpovédi nejsou dostate¢né i vzhledem k omezenému mnozstvi
vhodnych laboratornich modelt.

V této praci bude proto charakterizovana bunééna imunitni odpovéd’ ndhodnych
sav¢ich hostiteldl na neurotropni schistosomu 7richobilharzia regenti na zékladé odezvy
bunck v CNS a vyskytu vybranych cytokint. Nasledné bude posouzen vliv této reakce na

periferni imunitni odpovéd'.

Cile této prace jsou:
e Popsat v Case migraci schistosomul 7. regenti v miSe mysi C57BL/6J a reakci
astrocytl a mikroglii na infekci.
e [okalizovat béhem infekce v nervové tkani vybrané cytokiny typické pro
prozanétlivou a protizanétlivou imunitni odpovéd.
e (Charakterizovat v prtibéhu infekce ve slezin¢ zakladni populace T lymfocyti

jakoZzto vyznamnych producentt cytokind.



2. Literarni prehled

2.1. Imunitni odpovéd’ v CNS

Centralni nervova soustava (CNS) je izolovana od bunék periferniho imunitniho systému
hematoencefalickou bariérou, a v minulosti byla dokonce povazovana za
imunoprivilegovany orgéan. Tato hypotéza byla ovSem piekonana, ackoliv vzhledem
k omezené regeneraci poSkozeni tkdné vzniklé zanétlivym plsobenim je imunitni
odpovéd’ v CNS prisn¢ regulovana (Louveau et al., 2015). Prezentace antigent v CNS je
omezena na jejich transport do spadovych lymfatickych uzlin anebo jejich prezentaci
rezidentnimi antigen-prezentujicimi bufikami, napf. mikrogliemi ¢i mozkovymi
dendritickymi buikami (D’ Agostino et al., 2012).

Mikroglie jsou myeloidni buiiky tvofici prvni obranou linii CNS. Tyto bunky
v pripad¢ infekce ¢i posSkozeni tkané proliferuji a fagocytuji jednobunécné patogeny c¢i
bunécénou debris (Streit & Kreutzberg, 1988; Mariani & Kielian, 2009). Aktivované
mikroglie se také podileji na tvorbé oxidu dusnatého, ktery je toxicky pro parazity, ale i
neurony (Boje & Arora, 1992).

Z imunologického hlediska jsou z rezidentnich bunék CNS vyznamné i astrocyty,
které se podili tvorbou glia limitans na stavb&é hematoencefalické bariéry. Pfi zanétu
vnervové tkani a degeneraci neuronll astrocyty hypertrofuji, obklopuji spole¢né
s mikrogliemi zasazené misto a vytvaii gliovou jizvu (Streit & Kreutzberg, 1988;
Sofroniew & Vinters, 2010).

Kromeé toho jsou jak astrocyty, tak mikroglie vyznamnym zdrojem cytokind, ¢imz
aktivné reguluji probihajici imunitni odpovéd’ v postizené nervové tkani (Hanisch, 2002;
Choi et al., 2014). Produkce cytokinll témito buikami bude, s ohledem na zaméteni této

prace, rozvedena déle v kontextu helmintarnich neuroinfekeci.

2.2. Neurotropni helmintézy

CNS savct, véetné ¢loveéka, miize byt napadena fadou neurotropnich helmintt (Finsterer
& Auer, 2013). Nékaza muze mit riiznou podobu: od asymptomatické infekce po zivot
ohroZujici stavy. Pfi napadeni CNS miiZe dochazet k nevratnému poskozeni nervové
tkané, at’ uz pulsobenim exkre¢né-sekrecnich produktl samotnych paraziti nebo
efektorovych molekul imunitniho systému hostitele. Na patologii se miiZze podilet i
mechanické poskozeni tkan¢ vyvolané migraci makroskopického patogenu, ktery ji navic

muze vyuzivat jako zdroj potravy.



V nésledujicich kapitolaich bude popsdna bunécnd imunitni odpoveéd pfti
nejcastéjSich lidskych neurotropnich helmintozach (pfip. u zvifecich modell téchto
infekci): neurocysticerkdze, neuroschistosomoze a neurotoxokardéze. Dale bude
predstaven laboratorni model neurotropni motolice Trichobilharzia regenti, s nimz byla

provadéna prakticka ¢ast této prace.

2.3. Neurocysticerkéza

Jako neurocysticerkozu (NCC) oznacujeme ektopickou lokalizaci larvalnich stadii
(cysticerktl) tasemnice 7. solium v CNS savci. Nejcastéji jde o prasata (typické

mezihostitele), NCC muize ale postihnout i ¢lovéka, pokud se nakazi vajicky 7. solium.

2.3.1. Neurocysticerkéza u lidi

Cysticerky byly u lidi nej¢astéji pozorovany v subarachnoidalnich prostorach, méné casto
pak v parenchymu nebo mozkovych komorach (Chavarria et al., 2006). Lidska NCC je
kalcifikované, takze nedochdzi ke kontaktu jejich antigenii s tkani hostitele a rozvoji
zanétu (Chavarria et al., 2005, 2006). Podobné benignimi se jevi 1 Zivé, nepoSkozené
cysticerky, kolem nichz se obvykle netvoii zanétlivy infiltrat (Restrepo et al., 1998).
obtize, byly pozorovany v ptipadé degenerujicich cysticerki.

Ptipadit NCC s degenerujicim cysticerkem je popsano o mnoho vice. Kolem
poskozeného parazita se vytvaii granulom prostoupeny kolagennimi vlakny a zejména
mikrogliemi/makrofagy, ¢asto MHC II+ (Restrepo et al., 2001; Alvarez et al., 2002).
V menSich poctech byly v granulomech zastoupeny lymfocyty, plazmatické buiiky,
neutrofily a eozinofily (Restrepo et al., 1998, 2001). Okolo téchto granulomut byly
hypertrofované astrocyty, které se podilely na tvorbé gliové jizvy izolujici zanétlivé
lozisko od zdravé tkané (Alvarez et al., 2002).

V granulomech ¢i pfilehlé nervové tkani byly detekovany jak prozéanétlivy
interleukin (IL)-18 (Restrepo et al., 2001; Alvarez et al., 2002), tak IL-4 (Restrepo et al.,
2001) typicky pro pomocné T lymfocyty 2. typu (Th, z angl. T helper). SmiSenou imunitni
odpovéd’ potvrzuje i1 vyskyt dalSich prozanétlivych cytokint (napi. IL-2, IL-12 a
interferon y (IFNy)) a zaroven transformujiciho ristového faktoru B (TGFp, z angl.

transforming growth factor) a IL-10 (Restrepo et al., 1998, 2001; Alvarez et al., 2002),



coz jsou vyznamné imunoregulaéni cytokiny (Kulkarni et al., 1993; Groux et al., 1997).
Jaké bunky tyto cytokiny produkovaly, vSak neni jasné, jelikoz autofi pro jejich
identifikaci pouzivali obvykle pouze nedostate¢na morfologickd kritéria, a ne napf.
dvojité¢ imunofluorescen¢ni znaceni,

Znamky akutniho zanétu probihajiciho v okoli parazita byly rozpoznatelné i
v likvoru pacientii, kde bylo ve srovndni s asymptomatickymi pacienty vétsi mnozstvi
eozinofilli a vyssi koncentrace IL-5. Byly ale pozorovany i znamky smisené imunitni
odpovédi, a to v podob¢ vyssiho mnozstvi prozanétlivého IL-6 a zaroven regulacniho IL-
10 (Rodrigues et al., 2000; Chavarria et al., 2005), jehoz zdrojem jsou s velikou
pravdépodobnosti regulac¢ni T lymfocyty (Treg), jejichz mnozstvi v likvoru je u pacienti
s NCC vyssi nez v ptipadé¢ zdravych lidi (Arce-Sillas et al., 2016). Mnozstvi infiltrujicich
zanétlivych bunék a hladinu produkovanych cytokini patrné ovliviiuje lokalizace
cysticerki v mozku. Pokud byly cysticerky lokalizovany u baze subarachnoidalniho
prostoru nebo mozkovych komorach, tedy v bliz§im kontaktu s likvorem, byly hladiny
cytokinll a mira infiltrace vys$i. Naproti tomu v piipad€ parenchymalni lokalizace byly
pocty infiltrujicich zanétlivych bunc¢k i hladina cytokini nizs§i, coz korelovalo
s mirn¢j$imi klinickymi projevy (Chavarria et al., 2005).

Imunitni reakce vyvolana pfitomnosti cysticerkti v mozku ovliviuje i periferni
imunitni odpovéd’. Nicméné jak spravné upozoriuji Uddin et al. (2010), vysledky mohou
byt ovlivnény zanesenim cysticerki i do dalSich organti kromé CNS. Podobné jako je
tomu v likvoru, 1 v periferni krvi se v ptipadé NCC zvySuje zastoupeni Treg bunék,
ackoliv celkové zastoupeni bun€k diferenciacni skupiny 4+ (CD; zangl. cluster of
differentiation) 1 CD8+ buné€k se oproti zdravym lidem neméni (Adalid-Peralta et al.,
2012; Arce-Sillas et al., 2016). Tomu odpovida i zvySené mnozstvi regula¢niho IL-10
(Arce-Sillas et al., 2016), ackoliv tento stav je typicky pravdépodobné spi§ pro
asymptomatické nakazy, kdy je v periferni krvi vyssi i hladina IL-4 (Verma et al., 2011).
Imunitni odpoveéd’ v periferni krvi symptomatickych jedincii naopak vykazovala spi$
prozanétlivou Thl odpovéd. O ¢emz vypovidala pfitomnost tumor nekrotizujiciho
faktoru o (TNFa), IFNy, IL-17 a IL-23 (Verma et al., 2011). Vyssi sérové hladiny téchto
cytokint, ale 1 jiz zminéného 1L-4 nebo IL-13, byly u pacientl s cysticerky v mozkovém
parenchymu v porovnani s jejich pfitomnosti v subarachnoidalnim prostoru. Coz mize
byt zplisobeno bliz§im kontaktem antigent cysticerki s perifernim imunitnim systémem,

a tak vys$im vlivem regulac¢nich molekul, které parazit produkuje (Tuero et al., 2015).



Proliferace mononukledrnich bun¢k periferni krve (PBMC, z angl. peripheral
blood mononuclear cells) symptomatickych pacienti byla sniZzena po stimulaci
homogenatem viabilnich cysticerkli ziskanych ze svaloviny experimentalné nakazenych
prasat v porovnani s bunkami izolovanych z pacienti s mirnymi nebo zadnymi
symptomy. Vzhledem ktomu, Ze pii stimulaci bunék symptomatickych pacientd
mitogenem konkanavalin A byla jejich proliferace vyssi, tak 1ze predpokladat, ze buiky
byly imunoresponzivni, ale antigeny obsazené v cysticerku tlumi proliferaci bun¢k
pacientl, ktefi pfichazeji do styku s obsahem degenerujicich cysticerkl typicky pfi
symptomatickém prubéhu NCC (Chavarria et al., 2006). To nasvéd¢uje hypotéze, ze zivé
cysticerky uvolnuji ze své stény do okolni tkan€¢ imunomodulaéni latky tlumici zanét. Jiz
vyse bylo uvedeno, Ze kolem Zivych cysticerkil neni (na rozdil od téch degradujicich)
pozorovan zanétlivy infiltrat. Tento protektivni efekt ovSem neni trvaly a s rozvojem
hostitelovy imunitni odpovédi postupné mizi a cysticerkus za¢ina degenerovat. Amit et
al., (2011) prokazali, ze tekutina obsazenad v cysticerku, ktera se po jeho poskozeni
uvoliuje, zvysuje proliferaci PBMC u jinak asymptomatickych pacientt.

PBMC asymptomatickych jedincii po stimulaci homogenatem celych cysticerki 1
pouze cystickou tekutinou vykazovaly zvysenou produkci cytokind spjatych prevazné
s Th2 (IL-4, IL-5 a IL-13) (Chavarria et al., 2003, 2006; Amit et al., 2011) a Treg (IL-10)
(Prasad et al., 2009; Amit et al., 2011) v porovnani se symptomatickymi pacienty.
Minimaln€¢ produkce Th2 cytokinli byla pravdépodobné ovlivnéna dlouhodobym
pusobenim parazitarnich antigenti na bunky pied jejich izolaci z pacientt. Hladiny IL-4,
IL-5 a IL-13 totiZ byly vyssi 1 neZ v pfipad¢é shodné stimulace PBMC naivnich jedinci.
(Chavarria et al., 2003). V piipadé stimulace PBMC asymptomatickych pacientli byly
produkovany ¢astecné 1 cytokiny spjaté s Thl (Chavarria et al., 2006; Amit et al., 2011).
Nicméné jejich pievaha byla patrnd zejména u symptomatickych pacientt, kdy byla
pozorovana zvysena produkce IL-1P, IL-2, IFNy i TNFa (Prasad et al., 2009).

Homogenat cysticerki stimuloval monocyty ze zdravych jedincti k produkci
chemokinu IL-8 (= CXCLS) (Uddin et al., 2005), jenz je dilezity pro atrakci neutrofilti
(De Buck et al., 2015). Ty byvaji prvnimi buiikami vrozeného imunitniho systému
ucastnici se potlaceni patogeni a byly pozorovany v CNS infikované cysticerky T.
solium. Médium s produkty takto aktivovanych monocytti spolecné s antigeny celych
cysticerkll stimulovalo astrocyty a neutrofily k produkci prozanétlivého cytokinu TNFa
(Uddin et al., 2005). Pfi stimulaci jednotlivymi frakcemi cysticerku se ukézalo, Ze

produkeci IL-8 monocyty na rozdil od ostatnich vySe zminénych cytokinti nestimulovaly
5



antigeny v cystické tekuting, ale hlavné antigeny membrany cysticerku (Uddin et al.,
2010). To by nasvédcovalo pfipravenosti vrozené ¢asti imunitniho systému k rychlé
reakci proti viabilnim cysticerkiim, které maji patrné schopnost inhibovat T bunécnou
imunitni odpovéd’, jak bylo naznaceno vyse. In vivo se vSak zvySena hladina IL-8 v séru
pacientti s NCC nepotvrdila, byla dokonce niz§i nez u zdravych jedincti (Uddin et al.,
2010). To mize byt zpusobeno delSim trvani infekce a lze predpokladat, ze zvySena
produkce IL-8 by byla patrna jen v asné fazi infekce.

Vzhledem k t€mto vysledkiim se 1ze domnivat, ze v ptipad¢ symptomatické NCC,
kdy parazit degeneruje a hostitel prichazi do styku s obsahem cystické tekutiny, prevazuje
zanétliva Thl odpovéd’. Tato reakce mize byt s velikou pravdépodobnosti zodpovédna
za tadu patologickych stavii. V ptipadé asymptomatické NCC, typické predevsim pro
fazi, kdy jsou cysticerky kalcifikované, je naopak zanétliva reakce tlumena Th2 a Treg

cytokiny.

2.3.2. MySi modely neurocysticerkézy

Ackoliv ptipadi lidské NCC je popsano relativné veliké mnozstvi, nelze u nich zjistit
délku trvani ndkazy a v fad¢ studii nelze vyloucit ani ovlivnéni imunitniho systému
dal$imi cysticerky vyskytujicimi se mimo CNS. VétSinou také neni piesné¢ zndma
minulost pacientli a vliv dfive prodélanych onemocnéni. Proto byl pro studium NCC
vyvinut model, ve kterém jsou mysi nakazeny metacestody tasemnice Mesocestoides
corti, jez je ptribuzna T. solium. Metacestodi (tetrathyridia) jsou asepticky izolovani
z peritonedlni dutiny chovné mysi a nasledné jsou vpraveni do hostitele intrakranialni
injekci. Jedna o invazivni zékrok, neinfikovanym mysim je tedy vétSinou jako kontrola
stejnym zpusobem injikovan fyziologicky roztok. Diky tomu je mozné lépe popsat
imunitni odpovéd v CNS 1 v ¢asnych fazich symptomatické infekce. Tento postup,
zavedeny Cardonou et al. (1999), je dosud nejcastéji vyuzivanym a nejvice studovanym
zvifecim modelem NCC (Alvarez et al., 2010; Arora et al., 2017).

Metacestodi po intrakranidlni inokulaci migruji do extraparenchymalnich oblasti,
jako jsou mozkové komory a subarachnoiddlni nebo leptomeningeédlni prostory. Pii
infekci imunokompetentnich mysi (BALB/c a C57BL/6) se jich pak vétSina piesouva do
mozkového parenchymu (Cardona et al., 1999; Cardona & Teale, 2002). Infekce se u
téchto mysi projevuje tftasem, poruchami koordinace, ztratou vahy a kon¢i smrti (Cardona

& Teale, 2002).



V extraparenchymalnim prostoru byl v ¢asné fazi infekce pozorovan infiltrat
bunék okolo parazita i mimo néj tvofeny hlavné y/d T lymfocyty a makrofagy, velmi casto
MHC II+. Pozdé¢ji bylo detekovano i1 mensi mnozstvi a/f T lymfocytl, zejména CD4+.
V parenchymu byl bunécny infiltrat slabsi, objevil se pozdéji po infekci a v nékterych
ptfipadech vibec. Byl tvofen zejména mikrogliemi/makrofagy, ¢asto opét MHC II+.
Caste¢né byly piitomny i y/8 T lymfocyty a CD4+ buiiky. V nékterych piipadech byly
shluky mikroglii/makrofagti a T lymfocyti pozorovany i v mistech parenchymu, kdy
nebyl parazit piitomny. Autofi piedpokladaji, ze to mohou byt mista, kudy migroval
(Cardona et al., 1999).

Uvedené bunky od pocatku infekce prostupovaly do mozkové tkadn¢ z periferni
krve skrze pidlni cévy v extraparenchymalnim prostoru a choroidalni plexus (tudy
prostupovaly buniky do parenchymu v malém mnozstvi i u zdravych mysi). V pozdé;si
fazi infekce se zvysila propustnost hematoencefalické bariéry a buiiky se dostavaly do
tkané i1 skrze parenchymalni cévy. S narusenim hematoencefalické bariéry a vzristajicim
poctem infiltrovanych bunc¢k korelovala hypertrofizace astrocytli obalujicich
parenchymalni cévy a tvoticich bariéru glia limitans, ktera oddéluje mozkovy parenchym
od extraparenchymalnich prostor (Alvarez & Teale, 2006).

Hypertrofované astrocyty produkovaly ve velikém mnoZstvi IL-6 (Alvarez &
Teale, 2006), ktery je vyznamny pii tvorbé gliové jizvy a hojeni poSkozené CNS (Swartz
et al., 2001). V mozkovém parenchymu byly pozorovany i prozanétlivé cytokiny (IL-2,
IL-12 a IFNy), které byly vSak majoritné produkované y/6 T lymfocyty a makrofagy
v ¢asngjsi fazi infekce v extraparenchymalnich prostorech. V pozdéjsich fazich infekce
byly v téchto mistech patrné i [L-4 a [L-10, ale ve vyrazné mens$im mnozstvi (Cardona et
al., 1999). Tyto vysledky svéd¢i o produkci zminénych cytokini reagujicich na
pfitomnost parazita zejména buiikami infiltrujicimi se do mista infekce z periferni krve.

Jelikoz jednou z vyznamné¢ zastoupenych populaci v zanétlivém infiltratu byly y/6
T lymfocyty, zaméfili se Cardona & Teale (2002) na porovnani TCRS™ mysi a mysi
imunokompetentnich. TCRS '~ mysi mély vyrazné méné paraziti v mozkovém
parenchymu a v jejich okoli nebyla na rozdil od imunokompetentnich mysi pozorovany
patologické zmény. Naopak vétSina metacestodl byla lokalizovana extraparenchymalné
a dochazelo dokonce k jejich zaneseni do jater nebo peritonealniho prostoru. Deficientni
myS$i nevykazovaly zavazné neurologické potize a piezivaly déle nez ty

imunokompetentni. Na tom se kromé nizsiho poctu paraziti v parenchymu mohly podilet



také mensi bunécné infiltraty v infikované CNS a vyvazeny podil produkovanych Thl a
Th2 cytokint (IL-2, IL-12 a IFNy v porovnani s 1L-4 a IL-13).

MyD887~ mysi a korelovaly se snizenou produkci prozanétlivych TNFa a IFNy
vnervové tkani a velice nizkou produkci IL-6 perivaskularnimi astrocyty.
Mikroglie/makrofagy, y/0 T lymfocyty i o/f T lymfocyty se v infikované CNS
vyskytovaly, ale opét byly spoletné s dalSimi buiitkami v nizSich poctech nez u
imunokompetentnich mysi (Mishra et al., 2009).

Méné do mozku infiltrovanych bun&k vsak bylo i v pfipadé infekce STAT6 -
mys$i s narusenou signalizaci vedouci k Th2 diferenciaci. Neurologické obtize zde byly
vaznéj$i a imrtnost mysi vyssi. Divodem byl pravdépodobné vice parazitl v mozkovém
parenchymu a zéanétlivy infiltrdt okolo nich, opét tvofeny mikrogliemi/makrofagy
(Mishra et al., 2011).

Vysledky z modelu NCC nakazou mys$i metacestody M. cortii nasvédcuji, ze
patologii onemocnéni ovliviiuje jednak lokalizace parazitli v mozku a zaroven imunitni
odpovéd’ viici nému. T¢ se ucastni jak rezidentni buiiky CNS (mikroglie a astrocyty), tak
buiiky infiltrované z periferni krve (lymfocyty a makrofagy). Akumulace buné¢k
v mozkovém parenchymu muiiZe byt pro hostitele fatalni, 1 kdyz neni pocetna, ale vykazuje
zanétlivou Thl reakci. Data z mySich modell tedy potvrzuji pozorovani z klinickych
ptipadl u lidi, Ze na vyvoj infekce a stav hostitele maji vliv jak lokalizace parazita, tak

polarizace imunitni odpovédi.

2.4. Neuroschistosomoéza

Hlavnim patogennim agens jsou pii infekci lidi motolicemi rodu Schistosoma vajicka.
Velika cast z nich neopousti hostitele, ale usazuje se ve vnittnich organech. Predilekéné
k jejich akumulaci dochazi v jatrech, avS§ak hematogennim rozsevem se mohou dostat i
do CNS - tehdy hovofime o neuroschistosomoéze. Pfi nakaze S. mansoni a S.
haematobium je obvykle postizena micha, v ptipadé S. japonicum 1 mozek.

Primarnich publikaci o neuroschistosomoze je velmi malo. VétSina z nich jsou
ptipadové studie vénujici se popisu klinickych pifiznaki, moZnosti diagnostiky a terapii
tohoto onemocnéni u lidi. I kdyz se nékolik z nich vénuje 1 bunééné imunitni odpovédi,
je tfeba brat v uvahu ovlivnéni imunitniho systému dospélci a vajicky parazita ve své

ptirozené lokalizaci a zaroven vétSinou vliv 1€k, které se pii tomto onemocnéni uzivaji.



Situaci ztéZzuje 1 skutecnost, ze mysi model neuroschistosomozy, zaloZzeny na
intrathekalni injekci vajicek, byl zaveden teprve loni a imunologické parametry infekce
nebyly v centru zajmu jeho autort (De Santana et al., 2017).

Misni schistosomoza se Casto projevuje bolestmi v bederni oblasti a nékdy i
¢asteCnym ochrnutim (Sousa-Pereira et al., 2006), cerebralni forma onemocnéni pak
vétsSinou bolestmi hlavy a v nékterych piipadech i epileptickymi zachvaty (Lei et al.,
2008). Vzhledem k udajim v ptedchozi kapitole 1ze ptedpokladat, ze 1 v tomto piipadé
projevy onemocnéni nejsou zpusobeny jen samotnou piritomnosti parazita v CNS, ale
vyznamné¢ se na nich podili i imunitni systém hostitele. Vajicka pii cerebralni
schistosomoze byla obklopena nekrotickou tkani, lymfocyty, plasmatickymi buiikami a
mnohojadernymi syncytidlnimi buiikami. Okolo téchto utvari byla pozorovana
akumulace velikého mnozstvi eozinofili (Lei et al., 2008).

Eozinofily byly spole¢né s lymfocyty nejpocetnéjs§imi bunéénymi populacemi
v likvoru pacientli s miSni schistosomézou, kdy bylo pozorovano celkové zvysené
mnozstvi bun€k v likvoru v porovnani se zdravymi jedinci (Ferrari et al., 2004). Na
aktivaci eozinofilii se mohly podilet chemokiny eotaxin 1 a 2 (Provost et al., 2013), které¢
byly ve zvySené mife pozorovany v séru pacientti. Nicmén¢ v likvoru nebyl v porovnani
se zdravymi jedinci Zadny signifikantni rozdil. Tento vysledek mohl byt tedy ovlivnén
vyskytem vajicek 1 v jinych organech, jelikoz vysoké hladiny téchto chemokini autofi
pozorovali i v ptipadé lokalizace vaji¢ek schistosom pouze v jatrech (Sousa-Pereira et al.,
2006). V likvoru pacientit s miSni schistosomo6zou nebyla pozorovana ani zvySena
hladina cytokinu IL-5 (Ferrari et al., 2006; De Almeida Kruschewsky et al., 2016), ktery
je také vyznamny pro proliferaci eozinofilii (Sher et al., 1990).

V likvoru 1 séru pacientl s vajicky v miSe byly také pozorovany vysoké hladiny
IL-4, IL-6, IL-10 (Ferrari et al., 2006) a IL-13 (Sousa-Pereira et al., 2006; De Almeida
Kruschewsky et al., 2016). Ackoliv v téchto pfipadech byla detekovana i zvySena
koncentrace IL-1p, 1ze predpokladat, ze Th1 odpovéd’ byla spiSe tlumena, jelikoz hladina
cytokinu IFNy negativné korelovala s vyskytem regula¢niho IL-10 (Ferrari et al., 2006).
Cytokinovy profil tedy nasvédCoval spiSe Th2 a Treg odpovédi, podobné je tomu
v ptipad¢ imunitni odpovédi splenocytli imunokompetentnich mysi na antigeny vajicek
(Fallon et al., 2000). Tato data tedy nasvédcuji podobnému prabéhu jako v ptipadé
lokalizace vajicek v jatrech, kterd je pro schistosomézu typictéjsi, a to tvorbé granulomu

spjatého s Th2 odpovédi (Seki et al., 2012; Chuah et al., 2016).



2.5. Neurotoxokaroéza

Stievni hlistice Toxocara canis nebo T. cati parazitujici v Selmach mohou nakazit i
Clovéka. Jejich larvy pak migruji télem hostitele, aniz dospéji, a jednim z mist
postizenych jejich migraci mize byt 1 CNS. Lidskych piipadl s potvrzenou
symptomatickou neurotoxokarézou vsSak bylo celosvétové popsano jen zhruba 100
(Deshayes et al., 2016), infekce CNS nejspis obvykle probihd asymptomaticky. Nékteré
studie zalozené na epidemiologickych datech ovSem naznacuji spojitost
(neuro)toxokardzy a epilepsie (Biachli et al., 2004), tedy podobné jako v ptipadé NCC.
Jini na zaklad¢ dat z mysich modelti spekuluji o moznosti, ze neurotoxokardza za urcitych
podminek vede k rozvoji Alzheimerovy choroby (Fan et al., 2015).

U experimentalné infikovanych mysi je vSak migrace larev do CNS pomérné
béznym jevem (Epe et al., 1994) a dochazi u nich i k behaviordlnim zménam (Janecek et
al., 2017). Jiz v prvnich dnech po infekci byly larvy pozorovany pobliz choroidélniho
plexu a jejich mnoZzstvi se v pribéhu infekce zvySovalo (Liao et al., 2008; Othman et al.,
2010). Vzhledem k jejich migraci krevnim feciStém lze predpokladat, Zze prave
choroidalni plexus je jedno z mist, kudy vstupuji do CNS. V téchto oblastech mozku byla
nasledné pozorovana hypertrofizace astrocytd a zvysujici se mnozstvi enzymu inducibilni
syntaza oxidu dusnatého v gliovych bunkach (Othman et al.,, 2010). Larvy mozkem
aktivné migrovaly a nebyly zastaveny builkami imunitniho systému (Othman et al.,
2010), ani v jejich okoli nebyl pozorovan infiltrat leukocytt z periferni krve (Liao et al.,
2008). Divodem muze byt aktivni migrace larev nervovou tkéani, na rozdil od pasivné
usazenych cysticerkd tasemnice ¢i vajic¢ek schistosom.

V pribéhu infekce byla v mozku pozorovana zvySujici se exprese mRNA pro
cytokin IL-6 (Othman et al., 2010), podilejici se na hypertrofizaci astrocytti (Swartz et
al., 2001). V prvnich dnech byla v mozku nejvyssi hladina cytokinu IFNYy, ktera postupné
klesala (Hamilton et al., 2008). Na druhou stranu postupné narlistala exprese
prozanétlivého TNFa (Othman et al., 2010). Po celou dobu infekce bylo ovsem v mozku
pozorovano i1 vysoké mnoZstvi imunoregulacnich cytokind IL-10 (Hamilton et al., 2008)
a TGFp (Liao et al., 2008).

V piipadé infekci mysiho kmene NIH rezistentniho k larvalni toxokardze se

v mozku nachdzelo méné parazitii a jejich mnoZzstvi v pribéhu infekce klesalo (Hamilton
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cytokini IL-5, IL-10 a IFNy v mozku v porovnani s kmenem BALB/c vnimavym
k toxokaréze (Hamilton et al., 2008).

Imunitni odpovéd’ pii neurotoxokar6ze neni dostatecné charakterizovéana, ale
nelze vyloucit jeji vliv na patogenezi u symptomatickych pacientii. Ackoliv je provadén
vyzkum na mysich, neni znadmo, nakolik odpovida prabéhu infekce u lidi a publikovanych

vysledkd neni mnoho.

2.6. Neurotropni schistosoma Trichobilharzia regenti
Perspektivnim modelem pro vyzkum neurotropnich helmint6z je také ptaci schistosoma
T. regenti. Jejim definitivnim hostitelem jsou kachnoviti ptaci, nicmén¢ muze infikovat i
savce, véetné mysi. V obou pfipadech parazit penetruje do kiize obratlov¢iho hostitele ve
vodnim prostiedi a nasledné larvalni stadium (schistosomulum) migruje podél perifernich
nervl do michy a skrze tu posléze do mozku. Pti infekci mysi (nahodnych hostitelt)
nejpozdéji zde hyne, u kachen (definitivnich hostitell) pokracuje dale do nosni sliznice,
kde dospiva (Hradkova & Horak, 2002). Migrace parazita CNS definitivnich i nahodnych
hostitelli mize zptsobovat jejich castecné ochrnuti (Hordk et al., 1999).

Podobné¢ jako v ptipadé mySiho modelu NCC (Cardona et al., 1999; Cardona &
Teale, 2002) se schistosomula 7. regenti v imunokompetentnich mysich (BALB/c a
C57BL/6) castéji nachédzeji v bilé hmoté misniho parenchymu (Kouftilova et al., 2004a;
Bulantova et al, 2016). Jejich dominantné extraparenchymalni lokalizace
v imunodeficientnich mySich (SCID) (Koufilova et al., 2004a) nasvédCuje migraci
paraziti do parenchymu z ditvodu uniku pfed imunitni odpovédi.

Infekce je na rozdil od NCC a neurotoxokarozy, kdy se také v CNS nachazeji
larvalni stadia helmintt, perkutanni. Proto je potieba pii vyhodnocovani vysledkl brat
v potaz, ze ptiblizn€ 90 % vSech schistosomul po penetraci do imunokompetentnich mysi
bylo zachyceno v kiizi a CNS nedoséhlo (Hradkova & Hordk, 2002). Uspé&snost
schistosomul pfi infekci a migraci do CNS byla pravdépodobné potlacena imunitnim
systémem hostitele, jelikoz v ptipad¢ infekci imunodeficientnich mysi (SCID) byl pocet
schistosomul invadujicich CNS vyssi (Hradkova & Horak, 2002; Kouftilova et al., 2004a).

Kolem poskozenych schistosomul se v kiizi imunokompetentni mysi BALB/c
tvofil zanétlivy infiltrat neutrofild, makrofagh, CD4+ lymfocyt a Zirnych bunék
produkujicich prozanétlivé cytokiny IL-1B, IL-6 a IL-12 (Koufilova et al., 2004b).

Podobné bunécné zastoupeni mél i infiltrat okolo degenerujicich parazitl v miSe, ale
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s prevahou mikroglii/makrofagi. OvSem tyto builky se nachézely, a¢ v omezené mife,
okolo paraziti i v ¢asnéjSich fazich infekce, kdy se jesté jevili jako intaktni (Koufilova et
al., 2004a; Lichtenbergova et al., 2011). Okolo degenerujicich parazitti a v jejich migracni
stop¢ dochdzelo kromé akumulace zminénych bunék i k hypertrofizaci astrocytt
(Lichtenbergova et al., 2011) a tvorbé gliové jizvy. Na uvedenou bunéénou imunitni
odpovéd mélo pravdépodobné vliv i poskozeni neuronti. Jelikoz reakce byla patrna az
v dobé¢, kdy byly pozorovany porusené axony (Lichtenbergova et al., 2011) a dalsi blize
nespecifikované patologické zmény neuront (Kolaiova et al., 2001).

Cytokinova odpovéd” v CNS znamd neni, ale byla prokdzana produkce IL-6
astrocyty izolovanymi ze zdravych mysi pfi jejich stimulaci parazitarnimi antigeny. Ty
dokazi stimulovat nejen astrocyty, ale 1 mikroglie k produkci TNFa a oxidu dusnatého,
coz sveéd¢i o zanétlivé reakcei na sekrecni produkty parazita i jeho homogenatu. Tuto
hypotézu podporuje i to, ze pouzité antigeny nestimulovaly mikroglie ani astrocyty
k produkce imunoregulacnich cytokint IL-10 a TGFP (Machacek et al., 2016).

Dosud zndmé vysledky naznacuji, Zze na usmrceni parazita ma zasadni vliv
prozanétlivd odpovéd’ hostitele. Nicméné publikaci vénujici se tomuto tématu neni
mnoho a vliv zanétu v miSe, zptisobeného degradujicim schistosomulem, na periferni

imunitni odpoveéd’ v pozdgjsich fazich infekce neni zndm vibec.
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3. Material a metodika

3.1. Modelovy organizmus a experimentalni infekce

3.1.1. Trichobilharzia regenti

Modelovy organizmus Trichobilharzia regenti je dlouhodobé chovéan v helmintologické
laboratoti Katedry parazitologie (Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova; PfF UK)
s vyuzitim kachny Anas platyrhynchos f. domestica jako definitivniho hostitele a plze
Radix lagotis jako mezihostitele. Za ucelem ziskani cerkarii pro infekci mysi (viz dale),
byli plzi v nddobé s odstatou vodou nasviceni lampou po dobu 60 minut, coz stimulovalo
vylucovani cerkarii. Ty byly nasledné koncentrovany na zaklad¢ své pozitivni fototaxe u
nasviceného hrdla odmérné banky jinak zakryté alobalem. Odtud byly cerkarie pfeneseny
Pasteurovou pipetou do 50ml zkumavky. Koncentrace cerkarii (ml™!) byla stanovena po
jejich spocteni ve dvaceti 50ul vzorcich odebranych ze zdsobni zkumavky a nasledné byl

odebran objem obsahujici pozadovanou infekéni davku.

3.1.2. Nahodni hostitelé a jejich infekce
Jako ndhodny sav¢i hostitel parazita byly zvoleny samice mysi kmene C57BL/6JOlaHsd
(ENVIGO) chované ve vyhrazené konvencni koji (23 °C, vzdusna vlhkost 55 %, svételny
rezim 12/12, ptistup ke krmeni a vod¢ ad libitum) v Centru pro experimentalni biomodely
(1. Iékarska fakulta, Univerzita Karlova). Pfed infekci byly mysi jednotlivé umistény na
30 min do zatemnéné 0,51 kadinky s 50 ml vody o teploté 40 °C k defekaci a urinaci. Poté
byla voda vyménéna za 50 ml odstaté vody s 1500-2000 cerkériemi, ve které byly mysi
ponechany 60 min. Po infekci byly mysi vraceny do boxli a usmrceny byly 3, 7, 14 a 21
dni po infekci (dpi) metodou zvolenou s ohledem na dalSi zpracovani (viz dale).
Nenakazené mysi (znacené ,,0 dpi®) byly vzdy pouzity jako biologické negativni
kontroly.

Prace se zvitaty probihala pod dozorem drZitele osvéd€eni o odborné zptisobilosti
k navrhovani pokust a projekti pokust podle § 15d odst. 3 zakona €. 246/1992 Sb., na
ochranu zvifat proti tyrani. VSechny experimentélni postupy zahrnujici laboratorni zvitata
byly schvaleny Odbornou etickou komisi PfF UK a Ministerstvem Skolstvi, mlddeze a

t&lovychovy (MSMT-31114/2013-9).
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3.2. Imunohistochemické experimenty

Imunohistochemie (IHC) byla pouzita pro detekci a lokalizaci vybranych cytokint (viz
dale) v miSe mysi infikovanych T. regenti (3, 7, 14, 21 dpi a zdravé mysi jako kontroly).
Mysi byly nejprve perfundovany promyvacim a fixaénim roztokem, nasledné z nich byla
izolovana micha, z niz byly zhotoveny kryotezy. Ty pak byly pouzity pro peroxidazové

¢1 imunofluorescen¢ni znaceni cytokint.

3.2.1. Transkardialni perfuze

Roztoky a chemikalie:

e Anestetikum: Pfipravené vzdy cerstvé v pokojové teploté¢ v injekénich
sttikackach o objemu 1 ml.
Slozeni:
10% (v/v) Rometar (Bioveta), vysledna koncentrace xylazinu = 2 mg/ml
20% (v/v) Narketan (Vétoquinol), vyslednd koncentrace ketaminu = 20 mg/ml
Sterilni fyziologicky roztok (Mayerofer Pharmaceutica)

e Promyvaci roztok: Heparinizovany (10 U/ml, Zentiva) fosfatovy pufr (PBS') o
teploté 37 °C

e Fixacni roztok: 4% (m/v) formaldehyd v PBS cCerstvé pfipraveny rozpousténim

paraformaldehydu (Sigma Aldrich) ve vodni 1azni pti 72 °C a ochlazeny na ledu.

Postup:

Mys byla hluboce uspéna intraperitonealné¢ podanym anestetikem o objemu 250-300 pl
(v zavislosti na hmotnosti mysi) a zafixovéana k pitevni podloZce. Po otevieni hrudniho
koSe byla do levé srde¢ni komory opatrné zavedena 25G jehla perfuzni soustavy a
nastfizena prava srdecni predsiii. Injekéni stiikackou byl pomalu vtlaCen promyvaci
roztok (cca 3040 ml). Usp&sné vykrveni se projevilo odbarvenim jater. Poté byla mys

perfundovéana stejnym objemem fixa¢niho roztoku.

3.2.2. Zpracovani tkané pro kryorezy a jejich zhotoveni
Po perfuzi byla vyjmuta patet, zbavena co nejvét§iho mnozstvi svaloviny a postfixovana

15 min ve fixaénim roztoku. Poté byla vypreparovana micha vcetné¢ zbylych ¢asti

1PBS (0,1M) byl ve vech experimentech piipravovan z 10x konc. zasobniho sterilniho roztoku (sloZent:
8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,53 g Na,HPO4.12H,0; 0,2 g KH,2PO4 a doplnéno na 1000 ml H,O; pH = 7,4)
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odstupujicich nervii a rozdélena do nasledujicich segmentt: kréni cast (koncici na
rozhrani 7. kréniho a 1. hrudniho obratle), hrudni ¢ast (konc¢ici mezi 10. a 11. hrudnim
obratlem), bederni Cast (koncici mezi 1. a 2. bedernim obratlem) a ocasni ¢ast (kaudalné
od druhého bederniho obratle). Kazdy z jednotlivych segmentl byl umistén do 2 ml 4%
formaldehydu a postfixovan ve 4 °C pfes noc.

Z nafixované tkan¢ byla vymyta fixdz (3x15 min v PBS) a tkan byla ve 4 °C
prosycena kryoprotektantem (sachardza (Pentax) v PBS): 2 h 10% sachar6za, 6 h 20%
sachar6za, ptes noc (pifip. do doby, nez tkan klesla na dno zkumavky) 30% sacharéza.
Poté byla tkan pfenesena do zamrazovaciho média (Tissue Freezing Medium, Leica
Biosystems) a v zamrazovacich formic¢kach (Leica Biosystems) ulozena do —20 °C (pies
noc), piip. pro delsi uchovani presunuta do —80 °C.

Hluboce zamrazené blocky tkan¢ byly krajeny na kryomikrotomu (Leica
Biosystems CM3050S) s komorou a drzakem vychlazenymi na —20 °C. Podélné tezy
tkani silné 10 um byly pfeneseny na vysoce adhezivni podlozni skla X-tra (Leica
Biosystems) a pod svételnym mikroskopem byla ihned zkontrolovdna pfitomnost
schistosomul v tkani. Sklicka s pozitivnimi fezy urcena pro IHC znaceni byla uchovavana

v =80 °C maximaln¢ po dobu 4 mésict.

3.2.3. Peroxidazové IHC znac€eni

Pro THC detekci cytokinli bylo nejprve testovano chromogenni znaceni s vyuZzitim
sekundarnich protilatek konjugovanych s kfenovou peroxidazou. Nervova tkan ovSem
vykazovala vysokou aktivitu endogenni peroxidazy, kterd reagovala s chromogenem
(3,3 -diaminobenzidin) a zptsobovala falesné pozitivni vysledky. V rdmci ptedpokusti
bylo zjiSténo, Ze aktivitu endogenni peroxidazy ve tkéani blokuje inkubace ezl v 0,3%
H>0, v metanolu po dobu 45 minut v pokojové teploté. To bylo vyhodnoceno jako
podminky pravdépodobné nevhodné pro zachovani epitopt pro vazbu protilatek, coz bylo
potvrzeno neuspésnou detekci IL-6 podle protokolu uvedeného nize (kapitola 3.2.4.)
s pouzitim sekundarni protilatky Peroxidase AffiniPure Goat anti Rat (Jackson
ImmunoResearch, 1:1000). Proto bylo od této metody upusténo a byla nahrazena ITHC

s fluorescen¢nim znacenim.
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3.2.4. Imunofluorescenéni IHC zna€eni

Na kryotezech bylo provedeno dvojité imunofluorescencni znaceni vybranych cytokin
a astrocytti ¢i mikroglii. Jako marker astrocytii byl vybran kysely gliovy fibrilarni protein
(GFAP, z angl. glial fibrillary acidic protein), mikroglie byly znaceny lektinem Ricinus
communis aglutinin I (RCA [; Kettenmann & Ransom, 2013, s. 90; Krémarova, 2017)

Roztoky a chemikalie:

e PBS

e Blokacni/inkubac¢ni pufr: 1% hovézi sérovy albumin (BSA, z angl. bovine serum

albumin) (Sigma Aldrich), 0,1% Triton-X-100 (Sigma Aldrich) v PBS

Postup:

Vytemperované kryofezy byly oramované hydrofobni tuzkou NovoPen (Leica
Biosystems), umistény do vlhké komirky a rehydratovany/promyty 6x5 min PBS. Poté
byly 60 min blokovany bloka¢nim pufrem kvili zamezeni nespecifickych vazeb.
Navazani primarnich protilatek (viz Tab. 1) probihalo ptes noc ve vlhké komirce ve 4 °C
v inkubacnim pufru. V pfipadé kontroly nespecifické vazby sekundarni protilatky byly
vzorky inkubovany pouze v inkuba¢nim pufru. Druhy den byly nenavazané primarni
protilatky vymyty 6x5 min PBS. Od této faze probihala prace s omezenym pfistupem
svétla. Rezy byly inkubovany se sekundarnimi protilatkami, popt. lektiny (viz Tab. 1)
v inkuba¢nim pufru 90 min ve tmé v pokojové teploté. Nenavazané reagencie byly
vymyty 6x5 min PBS a poté byly fezy montovany do média VectaShield s 4',6-diamidin-
2-fenylindolem (DAPI) (Vector Laboratories) pro oznaceni bunéénych jader. Kontrola
specifity vazby polyklonalnich primarnich protilatek ziskanych z krélika (pro IL-1p, IL-
17 a astrocyty pii pouziti GFAP (Dako)) byla provedena jejich nahrazenim v pracovnim
postupu sérem ze zdravého kralika (Dako) pii stejné koncentraci jako piislusnéd primarni
protildtka. Vzorky byly prohlizeny ve fluorescencnim mikroskopu (Olympus BX51),
fotografovany (Olympus DP-2) a vysledné fotografie zpracovany v programech Quick
PHOTO MICRO 3.0 a GIMP 2.8.
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Tab. 1: Kombinace protilitek a lektinu pro IHC a jejich koncentrace

Detekce cytokini

Detekce astrocyti/mikroglii

(Vector
laboratories);
1:750

Primarni Primarni Sekundarni
. Sekundarni . . s
protilatka; . o protilatka/lektin?; | protilatka;
o protilatka; fedéni Lo o
fedéni fedéni fedéni
Monoclonal )
. Donkey anti-
mouse anti-
mouse Alexa
GFAP (Cell ®
ool Fluor® 488
signalin
Polyclonal shaiing (Invitrogen);
rabbit anti- Goat anti-rabbit technology); 1:1000
mouse IL-1B Alexa Fluor® 568 1:600
IL-1B . .
(Acris (Invitrogene); Lektin RCA 1
antibodies); 1:1000 konjugovany
1:200 s fluoresceinem X
(Vector
laboratories);
1:750
Goat anti-
Polyclonal rabbit | rabbit Alexa
anti-GFAP Fluor® 488
(Dako); 1:1000 (Invitrogen);
Monoclonal rat | Goat anti-rat Alexa 1:1000
L4 anti-mouse IL- | Fluor® 568
4 (Abcam); (Invitrogene); Lektin RCA T
1:40 1:1000 konjugovany
s fluoresceinem <

2V piipadé vzorki 21 dpi se nepodafilo oznadit buiiky lektinem RCA 1. Pfitomnost mikroglii/makrofagt

v bunééném infiltratu byla potvrzena standardnim protokolem s pouzitim primarni protilatky proti
mikroglialnimu proteinu vazajici vapnik 1 (Iba-1, z angl. ionized calcium-binding adapter molecule 1)
(Synaptic Systems; 1:1000) namisto protilatek uvedenych v Tab. 1. Jako sekundarni protilatka byla
pouzita Goat anti-rabbit Alexa Fluor® 488 (Invitrogen); 1:1000.
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Tab. 1: Kombinace protilitek a lektinu pro IHC a jejich koncentrace (pokracovani)

Detekce cytokini Detekce astrocytii/mikroglii
i Primarni Sekundarni
Priméarni Sekundarni . ) .
L o protilatka/lektin; | protilatka;
protilatka; fedéni | protilatka; fedéni o o
fedéni fedéni
Goat anti-
Polyclonal X
] ] rabbit Alexa
rabbit anti- ®
Fluor™ 488
GFAP (Dako); .
(Invitrogen);
Monoclonal rat ) 1:1000
} Goat anti-rat Alexa 1:1000
anti-mouse IL-6 ®
_ Fluor® 568 i
IL-6 | (Acris . Lektin RCA 1
o (Invitrogene); ) )
antibodies); konjugovany
1:1000 .
1:200 s fluoresceinem
(Vector X
laboratories);
1:750
Monoclonal )
i Donkey anti-
mouse anti-
mouse Alexa
GFAP (Cell
] ] Fluor® 488
signaling )
technology) (Invitrogen);
n .
Polvelonal rabbit Goat anti-rabbit 162000 o8y 1:1000
olyclonal rabbi :
_y Alexa Fluor® 568
IL-17 | anti-mouse 1L-17 . .
(Invitrogene); Lektin RCA 1
(Abcam); 1:200 .
1:1000 konjugovany
s fluoresceinem
(Vector X
laboratories);
1:750

3.2.5. Ovéreni pritomnosti schistosomul v mise

V ptipadé dlouhodobych nakaz (14 a 21 dpi), kdy jsou schistosomula jiz Casto poSkozena
a degradovand (Lichtenbergova et al. 2011), bylo obtizné jednoznaéné urcit, zda je objekt
nalezeny pfi inspekci kryofezii ve svételném mikroskopu skuteéné schistosomulum.

V takovém piipad¢ bylo provedeno kontrolni IHC ovéteni identity suspektniho objektu.
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Aplikovan byl standardni IHC protokol popsany vyse s nésledujicimi modifikacemi: (a)
namisto primarni protilatky bylo pouzito sérum mysi 3—4x infikovanych 7. regenti
(fedéni 1:150, doba inkubace 90 minut v pokojové teploté; poskytl Mgr. Vladimir Steiger
z helmintologické laboratofe Katedry parazitologie PiF UK), (b) jako sekundarni
protilatka bylo pouzito Donkey anti-mouse Alexa Fluor® 488 (Invitrogen) nebo Goat anti-
mouse Alexa Fluor® 568 (Invitrogen) (fedéni 1:1000, doba inkubace 60 minut v pokojové
teploté). V pfipad¢ pozitivni reakce byl suspektni objekt vyhodnocen jako

schistosomulum a sousedni kryotezy byly pouzity pro dalsi znaceni.

3.3. Cytometrické experimenty

Pritokova cytometrie byla pouzita pro fenotypizaci T Ilymfocyti za ucelem
charakterizace polarizace imunitni odpoveédi mysi infikovanych 7. regenti. Buiiky byly
izolovany ze sleziny infikovanych zvitat (3, 7, 14, 21 dpi), zdravé mysi slouZzily jako
biologické negativni kontroly. Splenocyty byly nasledné¢ stimulovany a na pritokovém
cytometru byly posléze sledovany populace Thl, Th2, Th17 a Treg lymfocyti. Mysi ze
stejného intervalu infekce byly zpracovany vzdy ve stejny den. S vyjimkou kratkodobé

stimulace bylo s buitkkami manipulovano na ledu a byly pouZivany vychlazené roztoky.

Roztoky a chemikalie:

e PBS

e Kultivacni médium
- RPMI 1640 s fenol Cerveni (Lonza)
- 10% (v/v) fetalni hovézi sérum (Labtech)
- 1% (v/v) L-glutamin (Lonza), vyslednd koncentrace 2 mM
- 1% (v/v) penicilin-streptomycin (Lonza), 100 U/ml, resp. 100 pg/ml
e Stimulacni smés A
- kultiva¢ni médium
- brefeldin A (BFA) (eBioscience), vysledna koncentrace 10 pg/ml
- ionomycin (Ca*" stl), pivodem ze Streptomyces conglobatus (>98% HPLC)
(Sigma Aldrich), vysledna koncentrace 1 pg/ml
- phorbol 12-myristat 13-acetat (Sigma Aldrich), vyslednd koncentrace 50 ng/ml
e Kontrolni smés A

- kultivaéni médium
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- BFA (eBioscience), vysledna koncentrace 10 pg/ml
e Stimulaéni smés B

- kultiva¢ni médium

- monensin (Mon) (Sigma Aldrich), vyslednd koncentrace SuM

- ionomycin (Ca** stil), pivodem ze Streptomyces conglobatus (Sigma Aldrich),

vysledna koncentrace 1 pg/ml

- phorbol 12-myristat 13-acetat (Sigma Aldrich), vyslednd koncentrace 50 ng/ml
e Kontrolni smés B

- kultiva¢ni médium

- Mon (Sigma Aldrich), vysledna koncentrace SuM

3.3.1. Ziskani splenocytt a jejich stimulace
My3 byla hluboce uspana ve sklenici s inhalaénim anestetikem Isoflurin® (Vetpharma
animal health) dle pokynt vyrobce. Z bfi$ni dutiny byla vystfizena slezina, jez byla rychle
zvazena a vyfotografovana s milimetrovym méfitkem pro nésledné meéteni velikosti
v programu ImageJ 1.51j8. Slezina byla poté v Petriho misce s PBS na ledu mechanicky
rozvolnéna pomoci pinzet a nasledné v 1,5ml mikrozkumavce pomoci jednordzového
plastového mikrohomogenizatoru. Buné¢na suspenze byla prefiltrovdna pres sitko
s velikosti portt 70 um (Greiner bio-one) do 50ml zkumavky, objem byl doplnén PBS na
25 ml a zkumavka byla centrifugovana® 2x5 min. Mezi jednotlivymi centrifugacemi byl
vzdy odstranén supernatant, resuspendovan pelet a objem doplnén PBS na plivodni
mnozstvi.

Nasledné byl pelet (ziskany vzdy zcelé sleziny) za sterilnich podminek
v laminarnim boxu (Esco) resuspendovan do kultivaéniho média a rozdélen do Petriho
misek s pfisluSnymi stimulaénimi nebo kontrolnimi smé&smi (viz Tab. 2). Bunky byly

kultivovany 4 hodiny v inkubéatoru (Esco) pii 37 °C a 5% CO..

Tab. 2: Rozdéleni bunééné smési do Petriho misek

Stimulaéni/kontrolni smés | Primér Petriho misky Objem smési s buitkami
A 60 mm 3ml
B 35 mm I ml

3 Centrifugace probihala vzdy pti 350 g a 4 °C v centrifuze Heraus Megafuge 8R.
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3.3.2. Priprava vzorku pro prutokovou cytometrii

Smés zjednotlivych misek byla (po oplachnuti PBS) centrifugovana v 5Sml
centrifugacnich zkumavkéch 10 minut. Pelet byl poté resuspendovéan do 1% BSA/PBS,
objem doplnén na 5 ml a opét 2x5 min centrifugovan. Po resuspendovani do 1%
BSA/PBS byla odebréna ¢ast bun€k slouzici jako neznaceny vzorek (blank) a do zbytku
byla pfidana protilatka proti CD16/32 (eBioscience, klon 93) v koncentraci 1:100 slouzici
k zablokovani ptipadnych nespecifickych vazeb protilatek na Fc receptory bunck. Smeés
byla mirn€ promichéna a rozdélena po 20 pl/jamka na 96 jamkovou mikrotitracni desticku
z polypropylenu s kulatym tvarem dna. Do kazdé jamky s bunécnou suspenzi bylo
ptidano 20 pl 1% BSA/PBS s ptipravenou smési protilatek proti povrchovym markeram
a fluorochromu vézajiciho se do mrtvych bunék (viz Tab. 3). Do neznacenych vzorki byl

ptidan pouze 1% BSA/PBS.

Tab. 3: Reagencie pro znaceni povrchovych markeri a mrtvych bunék

Specifita Vyrobce Klon Fluorochrom Vysledna koncentrace
CD3 Biolegend 17A2 Brilliant Violet 421 | 1:150

CD4 Biolegend GKI1.5 | FITC 1:150

CD25 eBioscience | PC61.5 | PerCP-Cy5.5 1:80

Mrtvé buiiky | Invitrogen - Ex/em: 367/526 nm | 1:600

Po 30min inkubaci ve tmé& piti 4 °C bylo do kazdé jamky ptidano 100 ul PBS a
desticky centrifugovany 5 min, pelet resuspendovan do 200 pul PBS a desticky opét
centrifugovany 5 min. Poté byl pelet resuspendovan do 100 pl fixacniho pufru (True-
Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set, Biolegend)*, desti¢ky pielepeny folii proti
vysychéani a pfes noc inkubovany ve 4 °C ve tmé¢. Druhy den bylo ptidano 100 ul
permeabiliza¢niho pufru s 1% BSA (True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set,
Biolegend) a desti¢ky centrifugovany 5 min. Nasledné bylo pfidano 200 pl 1%BSA
v permeabilizacnim pufru a centrifugovano 5 min. K peletu bylo pfidano 30 pl/jamka
pfipravené¢ smesi protildtek pro detekci cytokinli a transkripénich faktort (TF)
jednotlivych bunéénych populaci, ptipadné izotypové kontroly (viz Tab. 4)
v permeabilizacnim pufru s 1% BSA. Inkubace probihala 30 minut pfi 4 °C ve tmé.

Izotypové kontroly byly zfinancnich divodi a sohledem na zvoleny

4 Byl zvoleny pufr pro detekci TF, jelikoz i tak 1ze detekovat cytokiny, i kdyZ je mozné, Ze s mensi
senzitivitou. V opacném piipadé (pufr pro cytokiny), by detekce TF nebyla mozna.
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fixacni/permeabilizacni pufr provedeny jen pro detekci TF. Po inkubaci bylo pfidano 100
ul 1% BSA v permeabilizacnim pufru a centrifugovano 5 min. Nésledovalo 2x promyvani
s 200 ul 1% BSA v permeabilizacnim pufru s centrifugaci 5 min. Nakonec byl pelet
resuspendovan do 150 pl samotného permeabilizacniho pufru a vzorky meéfeny na

pritokovém cytometru.

Tab. 4: Pouzité protilatky proti intracelularnim markerim a izotypové kontroly

Detekovana Protilatky (klon, Izotypové
, Koncentrace

populace vyrobce) kontroly
PE anti-mouse [FN-y
(XMG1.2, X 1:100
Biolegend)

Thl APC Mouse
APC anti-T-bet IgGl, « Isotype 1:70
(4B10, Biolegend) Ctrl Antibody ’

(Biolegend)

APC anti-mouse IL-
4 (11B11, X 1:80
Biolegend)

Th2 Gata-3 Monoclonal | Rat IgG2b
antibody, PE kappa Isotype 1:100
(TWAJ, Control, PE '
eBioscience) (eBioscience)
APC anti-mouse IL-
17A (TC11- X 1:70
18H10.1, Biolegend)

Th17 RORy (¥ Rat IgG2a x
Monoclonal Isotype Control
Antibody, PE PE > 1:80
(AFKJS-9, (eBioscience)
eBioscience)
IL-10 Monoclonal
Antibody (JESS5- )
16E3), APC X 1:80
(eBioscience)

Treg Rat IgG2a x
Foxp3 Monoclonal Isotvpe Control
Antibody (FJK-168), | 0P > | 1:100
PE (eBioscience) PE .

(eBioscience)

3.3.3. Méreni na pritokovém cytometru
Mg¢teni probihalo z mikrotitra¢nich desticek na pfistroji BD LSR II v servisni Laboratofi
cytomertie PfF UK s vyuzitim programu FACSDiva (BD Biosciences). Spravna kalibrace

piistroje byla zajiSténa kazdodennim nastavenim aktualnich ,,application settings® a
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zkontrolovana pied kazdym méfenim pomoci kitu Rainbow calibration particles
(Spherotech). Pfed prvnim méfenim vzorkll byla vypocitana kompenzacni matrix na
zéklad¢ méteni vzorki pripravenych dle vyse uvedeného protokolu se stimulacni smési
A, ale znacenych jen jednou protilatkou s vyuzitim vSech pouzivanych fluorochromt (viz
Tab. 5). Cast protilatek pro tento el laskavé poskytla RNDr. Michaela Hajkova, Ph.D.
(Katedra bunécné biologie PfF UK). Kompenzacni matrix byla vypocitana automaticky
programem FACSDiva, manualn¢ upravena za asistence MVDr. Jozefa Jandy, PhD.
(Laboratot cytometrie PfF UK) a nasledné aplikovana pro vSechna méfeni. Analyza dat

byla provedena v programu FlowJo 10.4.2 (FlowJo).

Tab. 5: Protilatky pouzité pro vypocet kompenzac¢ni matrix

Specifita Vyrobce Klon Fluorochrom Koncentrace
CD3 Biolegend 17A2 Brilliant Violet 421 | 1:100
CD4 Biolegend GKI1.5 FITC 1:100
CD4 BD Bioscience | L3T4 PE 1:100
CD4 Biolegend GKI1.5 APC 1:100
CD25 eBioscience PC61.5 PerCP-Cy5.5 1:100
Mrtvé bunky | Invitrogen - Ex/em: 367/526 nm | 1:600

3.4. Statistika

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism (verze 6). Pro
porovnani vice skupin byl pouzit Kruskaliv-Wallisiv test nasledovany Dunnovym
testem pro mnohocetné srovnani s kontrolni (nenakaZenou) skupinou. Zavislost dvou
proménnych byla zhodnocena pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu. Za
statisticky signifikantni byl vysledek testu povazovan pii p < 0,05 (pouZité znaceni: * p
< 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001). V grafech jsou dale uvedeny i nesignifikantni p-
hodnoty, pokud byly v intervalu 0,05-0,20. Neni-li uvedeno jinak, jsou data v grafech

prezentovana jako priimér = smerodatnd odchylka.
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4. Vysledky
4.1. IHC experimenty

Bunéénd imunitni odpovéd v okoli parazita migrujiccho mysi michou byla
charakterizovana IHC prikazem cytokini (prozanétlivych IL-1B, IL-6 a IL-17 a
protizanétlivého 1L-4; vytipovany na zakladé literatury) a doplnéna detekci
imunokompetentnich gliovych bunék (astrocyty a mikroglie). Ve vysledcich jsou
prezentovany vybrané reprezentativni snimky z IHC s dvojitym imunofluorescencnim
znacenim.

Pro optimalizaci IHC protokolu byl vyuZit materidl z 15 nakazenych mysi, coz
vyznamng¢ prekroc€ilo pivodni pfedpoklad. Proto byl v ramci sniZeni poctu dale vyuzitych
experimentalnich zvifat (s ohledem na limity stanovené platnym projektem pokusu)
experiment vicekrat zopakovan jen pro interval 7 dpi. V dob¢ infekci mySi byla navic
oproti pfedchozim zkuSenostem nasi laboratofe snizena virulence pouzivaného kmene 7.
regenti, coz se projevilo niz§imi pocty schistosomul migrujicich CNS, a tedy i sniZenim
poctu pouzitelnych kryotezl. Celkové mnozstvi schistosomul nalezenych v jednotlivych
misSnich segmentech je shrnuto v Tab. 6 a jejich lokalizace v Tab. 7; bild a Sedd misni
hmota byly rozliSeny na zéklad¢ rozdilné morfologie astrocyti (viz ptilohy: Obr.pl).
V Tab. 7 je uveden niz$i pocet mysi i schistosomul, jelikoZ ne vzdy bylo moZné bezpecné

urcit pfesnou lokalizaci schistosomula.

Tab. 6: Pocet schistosomul nalezenych v jednotlivych miSnich segmentech mysi,
z nichZ jsou prezentovany vysledky.

dpi | kréni €ast | hrudni ¢ast | bederni ¢ast | ocasni Cast pocet mysi
3 1 - 3 - 1
7 4 7 8 2 5

14 2 - 1 - 2

21 - 3 1 - 1
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Tab. 7: Lokalizace schistosomul v miSe nakaZenych mysi.
submeningealni (sm); bild hmota (wm, z angl. white matter); Seda hmota (gm, z angl.
grey matter); centralni kanal (ck); rozhrani bilé a Sedé¢ hmoty (wm/gm)

dpi sm wm wm/gm gm ck pocet mysi
3 - 4 - - - 1
7 2 8 1 1 - 3

14 - 1 - - 1 1

21 1 3 - - - 1

4.1.1. Cytokiny 3 dpi

Detekce kazdého z cytokinti byla provedena vzdy alespoil na dvou riznych fezech, vzdy
v kombinaci s astrocyty nebo mikrogliemi. Na zadném zfezli nebyla pozorovana
hypertrofizace astrocytll ani pfitomnost RCA I pozitivnich bunék. Stejné tak nebyl
detekovan IL-4 ani IL-6. U IL-17 byl zaznamendn slaby, patrné nespecificky signal v celé
plose bilé hmoty podobné jako u zdravé mysi (Obr. 1). Ve vSech ptipadech dochazelo
k vazbé protilatek proti cytokinim do schistosomula. Pro vylou¢eni moznosti
nespecifické vazby polyklondlnich kréli¢ich protilatek do nervové tkané mysi (at’ uz
vtomto ¢i jiném intervalu), a tedy vzniku faleSné pozitivnich vysledkl, byly fezy
inkubovany se sérem zdravého kralika. [ v tomto ptipad¢ byla pozorovana vazba krali¢ich
sérovych protildtek do schistosomula, ale ne do mysi tkané€ (viz pfilohy: Obr. p2).
Protilatky ziskané z potkanti byly monoklondlni, a tak byla jejich nespecificka vazba do
myS$i tkané nepravdépodobnd a nebyla sohledem na aktudlni nedostupnost jisté
negativniho potkaniho séra a také za ucelem uSetfeni kryofezli se schistosomuly

testovana.
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Obr. 1: Schistosomula v bilé hmoté 3 dpi, detekce vybranych cytokinu a gliovych
bunék; a — IL-13; b — [L-4; ¢ — IL-6; d — IL-17;

Cytokiny; astrocyty (GFAP); jadra (DAPI); prostor kde se nachazi schistosomulum bile
oramovano
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4.1.2. Cytokiny 7 dpi

Pro vyhodnoceni tohoto intervalu byly pro kazdy cytokin pouzity minimaln¢ 2 fezy se
schistosomulem ze 3 rtiznych mysi. Okolo parazita a v mistech, kudy pravdépodobné
migroval, se nachazely RCA I pozitivni bunky a astrocyty s prodlouzenymi bunénymi
vybézky.

IL-4 byl pozorovan okolo schistosomula migrujictho bilou hmotou michy a
zejména v migra¢nim kanalu za nim (Obr. 2). V piipadé migrace submeningealnim
prostorem byl IL-4 detekovan pouze v migra¢nim kanalu (Obr. 3), nicmén¢ vyhodnoceni
téchto vysledku v nékterych piipadech komplikovala vazba protilditek do miSnich
meningl a jejich mechanické rozruseni. Distribuce signalu naznacovala produkci tohoto
cytokinu ¢aste¢né¢ RCA I pozitivnimi bunikami, ale i hypertrofovanymi astrocyty (Obr. 3)

a dal$imi (blize necharakterizovanymi) bunécnymi typy.

. 'L['P. am
| —

50 pm

Obr. 2: Schistosomulum v bilé hmoté 7 dpi, detekce vybranych cytokini a gliovych
bunék. V migra¢nim kanalu parazita se nachazeji hypertrofované astrocyty, IL-4 je z&asti
produkovany RCA I pozitivnimi butikami.
Cytokin (IL-4); jadra (D API); schistosomulum bile ordmovano; a, b — astrocyty (GFAP);
Sipka — hypertrofované astrocyty; hvézdicka — céva ohrani¢end vybeézky astrocytt; ¢, d —
RCA 1 pozitivni buniky; hvézdicka — céva
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Obr. 3: Schistosomulum v submeningeilnim prostoru s poruSenymi meningy a glia
limitans 7 dpi, detekce vybranych cytokini a gliovych bunék. V migra¢nim kanalu za
schistosomulem dochazi k akumulaci buné€k produkujicich IL-4.

Cytokin (IL-4); jadra (DAPI); schistosomulum bile ordmovano; b — astrocyty (GFAP);
Sipka — porusené¢ meningy/glia limitans; trojuhelnik — hypertrofovany astrocyt
pozitivni 1 pro IL-4 (dvojité pozitivni, a proto Zluté zbarveny); ¢, d — RCA I pozitivni
buiiky; (pozn. nespecificka vazba protildtek do meningl)



IL-6 byl pozorovan v bilé hmoté za migrujicim parazitem a v jeho okoli za
ptitomnosti RCA 1 pozitivnich bun¢k a hypertrofovanych astrocytii podobné
jako v ptipadé IL-4 (Obr. 4 a 5). Migrace schistosomula v submeninigalnim prostoru
v tomto ptipad¢ nevedla k naruSeni glia limitans, a proto lze s jistotou odlisit specifickou

vazbu protilatky na IL-6 a nespecifickou vazbu na mi$ni meningy (Obr. 6).

Obr. 4: Pritomnost IL-6 okolo schistosomula v bilé hmoté 7 dpi, detekce vybranych
cytokinii a gliovych bunék.

Cytokin (IL-6); jadra (DAPI); schistosomulum bile ordmovéano; gm — Sedd hmota
(hranice wm/gm vyznacena teckovanou carou); hvézdicka — cévy a, b — astrocyty
(GFAP); sipka — hypertrofované astrocyty; ¢, d — RCA I pozitivni bunky
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Obr. 5: Pas mikroglii (RCA I pozitivnich bunék) a jejich kolokalizace s IL-6 v bilé
hmoté v misté, kudy migrovalo schistosomulum, 7 dpi.

Cytokin (IL-6); RCA I pozitivni buiiky; jadra (DAPT)
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Obr. 6: IL-6 v migra¢nim kanalu za schistosomulem v submeningealnim prostoru,
k poruseni glia limitans nedochazi.

Cytokin (IL-6); astrocyty (GFAP); jadra (DAPI); schistosomulum bile oramovano; Sipka
— glia limitans; trojihelnik — bunky produkujici IL-6; (pozn. nespecificka vazba
protilatek do meningl)
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IL-17 byl pozorovan jen v tésném kontaktu se schistosomulem. V nékterych
ptipadech nebylo mozné signal odlisit od pozadi zejména v Sedé hmot¢ michy (Obr. 7).

K produkci IL-1B nedochazelo stejné jako v piipadé intervalu 3 dpi.

Obr. 7: Pritomnost IL-17 jen v tésném okoli schistosomul spoleéné s RCA 1
pozitivnimi a dalSimi blize neuréenymi buiikami. Na obréazcich a,b nejsou znaceny
gliové buiiky. V nekterych ptipadech je Cerveny signal srovnatelny s vyraznym pozadim
(c,d), a tak ho nelze povazovat za prokazatelné pozitivni.

Cytokin (IL-17); jadra (DAPI); RCA 1 pozitivni buniky; prostor, kde se nachazi
schistosomulum, bile oramovan
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4.1.4. Cytokiny 14 dpi

Vzhledem k tomu, ze 14 a 21 dpi jiz byla vétSina schistosomul v rozkladu a obklopena
bunikami hostitele, tak bylo tézké je bezpecné rozeznat ve svételném mikroskopu. Pro
potvrzeni identity suspektnich objektli bylo provedeno imunofluorescencni znaceni

s vyuzitim séra z mysi reinfikovanych 7. regenti (Obr. 8).

50 pm

Obr. 8: Ovéreni identity schistosomul pomoci séra z reinfikovanych mysi.
a,b— 14 dpi; ¢, d — 21 dpi; Schistosomulum; jadra (DAPI)

V ramci ¢asového intervalu 14 dpi byly podobné jako v ptipadé 3 dpi vyuZity 2
ruzné fezy pro detekci kazdého cytokinu. Buitky akumulované v okoli schistosomula byly
potvrzeny jako hypertrofované astrocyty a také RCA I pozitivni buiiky. Lokalizace téchto
bunck se shodovala se signdlem IL-1B, ktery byl pozorovan poprvé pravé v tomto

intervalu (Obr. 9). Podobné vysledky byly zaznamenany i pro IL-17 (Obr. 10).
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Obr. 9: IL-1 B a RCA I pozitivni buiiky v misté degradujiciho schistosomula v bilé
hmoté 14 dpi.

Cytokin (IL-1B); jadra (DAPI); RCA I pozitivni buiiky; (pozn. zelené¢ pozadi je
nespecifické)

Obr. 10: Hypertrofované astrocyty v bilé hmoté a IL-17 v okoli degradujiciho
schistosomula v bilé hmoté 14 dpi.

Cytokin (IL-17); a,b,d — astrocyty (GFAP); jadra (DAPI); degradujici
schistosomulum bile oramovano plnou ¢arou; oblast ohranic¢ena ptferusovanou carou —
hypertrofované astrocyty; Sipka — medianni ryha s nespecificky oznacenymi meningy;
hvézdicky — cévy
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Jedno ze schistosomul v miSe 14 dpi bylo nalezeno v centralnim kanalu kréni ¢asti
michy. V jeho okoli nebyla na rozdil od bilé hmoty pozorovéana zadnéa akumulace bunék,
jen doslo k rozsifeni centralniho kanalu. Také schistosomulum vypadalo neporusené.
V jeho okoli nebyly pozorovany zadné RCA I pozitivni buiiky, hypertrofované astrocyty
ani cytokiny IL-4 a IL-6 (Obr. 11).

50 pm

50 pm

Obr. 11: Schistosomulum v centralnim kanalu 14 dpi, detekce vybranych cytokini
a gliovych bunék. V okoli se nevyskytuje zietelna bunééna imunitni odpovéd’.
schistosomulum bile ordamovéno; jadra (DAPI); a, b — cytokin (IL-4); RCA I pozitivni
bunky; ¢, d — cytokin (IL-6); astrocyty (GFAP) Sipky — rozsifujici se centralni kanal
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4.1.5. Cytokiny 21 dpi
V tomto ¢asovém intervalu byla piitomnost schistosomul opét ovéfena pomoci séra
z reinfikovanych mysi (viz vySe obr. 8).

V misté¢, kde se nachéazel degradovany parazit, bylo pozorovano veliké mnozstvi
hypertrofovanych astrocytl a dalsi bunék. Jen malo z nich bylo RCA I pozitivnich, avSak
velka ¢ast z nich vykazovala reaktivitu s Iba-1, markerem mikroglii/makrofagti (Obr. 12).
Tuto protilatku ovsem nebylo mozné vyuzit v kombinaci se znacenim cytokint IL-1P a

IL-17, pro leps$i moznost porovnani byl tedy vyuzivan lektin RCA I ve vSech ptipadech.

50 im

Obr. 12: Srovnani znaceni bunék lektinem RCA I a protilatkou proti Iba-1 u
riznych fezi stejného schistosomula 21 dpi.
jadra (DAPI); a, b — RCA I pozitivni bunky; ¢, d — mikroglie/makrofagy (Iba-1)
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Podobné jako v pripad¢ 14 dpi bylo i 21 dpi v okoli degradujiciho schistosomula

velké mnozstvi hypertrofovanych astrocytii. Vysledky napovidaji, Ze byly z veliké ¢asti

zdrojem IL-1B (Obr. 13).

Obr. 13: Piitomnost IL-1p v mistech s hypertrofovanymi astrocyty 21 dpi.

Cytokin (IL-1B); jadra (DAPI); astrocyty (GFAP); degradujici schistosomulum bile
oramovano

IL-17 byl pozorovan opét v SirSim okoli degradujiciho schistosomula, ale v tomto
ptipad¢ byla interpretace vysledkil nejasna, jelikoz intenzita signalu byla podobna pozadi

v §edé hmot¢ michy (Obr. 14).

100 pm

Obr. 14: Nejasna interpretace vysledki se znacenim IL-17 21 dpi. Signal byl podobny
pozadi v Sedé hmot¢.

cytokin (IL-17); astrocyty (GFAP); jadra (DAPI); degradujici schistosomulum bile
oramovano; gm — Seda hmota (hranice wm/gm vyznacena teckovanou ¢arou)



Signal pro IL-4 a IL-6 byl rozsifen v okoli degradujiciho schistosomula. V ném se
vyskytovaly hypertrofované astrocyty (Obr. 15), ale jen minimum RCA 1 pozitivnich
bunék. Distribuce cytokinového signalu ovsem odpovidala oblasti, kde se na jiném fezu

(viz vyse obr. 12) vyskytovaly Iba-1 pozitivni mikroglie/makrofagy.

50 pm

Obr. 15: Hypertrofované astrocyty a pritomnost IL-4 a IL-6 okolo degradujiciho
schistosomula v blizkosti medianni ryhy 21 dpi. Glia limitans byla narusena a byl
patrny bunécny infiltrat v prostoru ryhy a okoli.

jadra (DAPI) a, b — cytokin (IL-4); RCA I pozitivni bunky; ¢, d — cytokin (IL-6);
astrocyty (GFAP); degradujici schistosomulum bile oramovano plnou ¢arou; medianni
ryha ohrani¢ena pferuSovanou ¢arou
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4.1.6. Shrnuti IHC vysledku

Ptitomnost cytokini v pribéhu infekce je shrnuta v Tab. 8. Cytokiny byly prvné
zachyceny 7 dpi, kdy byla také pozorovéana ptitomnost RCA I pozitivnich bun¢k a
hypertrofizace astrocyti. V tuto dobu byl v tésném okoli parazita pozorovan IL-17 a
v §ir§im okoli zejména IL-6 a IL-4. O tyden pozdé&ji, 14 dpi, byl kolem degradujicich
schistosomul pozorovan krom¢ vyse zminénych i IL-1 a hypertrofizace astrocytii byla
vyrazn€j$i. Pfitomnost cytokinti a stav astrocytii byl podobny i 21 dpi, nicméné v tento

interval nebyly jiz patrné témér zadné RCA 1 pozitivni bunky.

Tab. 8: Porovnani vyskytu vybranych cytokint v pribéhu infekce mysi 7. regenti.
V ptipadé 14 dpi jsou vysledky pro IL-4 a IL-6 ovlivnény netradi¢ni lokalizaci
schistosomula v centralnim kanalu. Rozsiteni signdlu v okoli schistosomul je vyjadieno
na Skéle (=) = Zadny signal az (+++) = signdl rozsifen v Sirokém okoli

dpi IL-1B IL-6 IL-17 IL-4
3 - - - -
7 - ++ + ++
14 +++ - +++ -
21 +++ +++ ++ +++
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4.2. Cytometrické experimenty

Reakce periferni bunéné imunitni odpovédi mySi na nédkazu 7. regenti byla
charakterizovana fenotypizaci splenocyti pomoci pritokové cytometrie. Sledovany byly
CD4+ a CD4- T lymfocyty a jejich produkce transkripcnich faktorid a cytokint typickych
pro vybrané T lymfocytarni populace. Pro kazdy ¢asovy interval (3, 7, 14 a 21 dpi) byly
pouzity 4 mysi infikované ve véku 8 tydnii a 4 neinfikované mysi byly usmrceny ve véku

11 tydnt (jejich stafi tak odpovidalo mySim zpracovanym 21 dpi) jako zdravé kontroly.

4.2.1. Gatovaci strategie
Jednotlivé bunécné populace (a jejich produkce cytokini a TF) byly definovany na
zaklad¢ gatovaci strategie znazornéné na Obr. 17 (na dalsi strang).

Kit pro znaceni mrtvych bun€k neposkytoval béhem experimentu stabilni
vysledky, a tak ho nebylo mozné spolehlivé vyuzit pro analyzu mysi 3 a 14 dpi.
Srovnanim vysledkd gatovaci strategie s/bez vyrazeni mrtvych bunék bylo zjisténo, ze
zahrnuti mrtvych bunék neovliviiuje vysledné trendy vyskytu pozitivnich bunék v Case,
jen bylo vzhledem k vy$§imu vyskytu CD3-CD4- udalosti ¢iselné niZsi procentudlni
zastoupeni pozitivnich populaci (Obr. 16). Aby bylo mozné vzajemné porovnavat
jednotliva méteni (3 a 14 dpi vs. 0, 7 a 21 dpi), bylo pfi findlnim zpracovani vysledka

upusténo od exkluze mrtvych bunék.

20 7 TF (GATA-3)
cytokin (IL-4)
15 %
%
%10{ ] % 7
| ey il i
0 3 7 14 21
dpi

Obr. 16 Srovnani vlivu zahrnuti mrtvych bunék na hodnoty relativniho zastoupeni
danych populaci ve sleziné na prikladu TF (GATA-3) a cytokinu (IL-4) u Th2 bunék.

Plné sloupce — analyza s mrtvymi bunkami; vzorované sloupce — analyza
s vylou¢enim mrtvych bun¢k; n =4
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Obr. 17: Gatovaci strategie pouzita pro analyzu splenocyti.

Podle granularity a velikosti (SSC/FSC) byla vymezena oblast empiricky odpovidajici
lymfocytim (a), z téchto udalosti byly vylouc¢eny mrtvé bunky (FSC/Live-dead) (b) a
poté shluky bunék (FSC-H/FSC-A) (c). Na zaklad¢ zobrazeni CD3 a CD4 pozitivnich
bunék byly detekovany 2 odlisné populace T lymfocyti, a to CD3+CD4+ a CD3+CD4-
(d). U kazdé z nich bylo analyzovano relativni zastoupeni bun¢k produkujicich cytokiny
a TF (e). Totozny gating byl vyuzit vzdy u vSech vzorka pfi detekci stejné bunécné
populace. Spravnost stanoveni hranice mezi pozitivni a negativni populaci byla ovéfena
zobrazenim izotypové kontroly k pfislusnému TF (viz pfilohy Obr. p3) (f). Pfipadné
artefakty zptusobené autofluorescenci vzorku byly vylouceny zméfenim neznaceného
vzorku.
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4.2.2. Hmotnost sleziny a celkové pocty izolovanych T lymfocytl

V prubéhu infekce mirné nartstala hmotnost sleziny, a to jak absolutné (Obr. 18a), tak i
relativné viici télesné hmotnosti mysi (Obr. 18b). Hmotnost sleziny nekorelovala vékem
mysi (rs = 0,30, p=0,21), ale pozitivné korelovala s délkou infekce (rs = 0,65, p = 0,002).
Béhem infekce se ve slezin€ zvySoval pocet CD4+ 1 CD4- T lymfocytt (Obr. 18c), v obou
ptipadech jejich pocet koreloval s hmotnosti sleziny (CD4+ rs = 0,82, p < 0,0001, CD4-
1:=0,75,p=0,0002). Ve ¢tvrtin¢ ptipadi byla ve slezin€ pozorovana melan6za zasahujici

zhruba 1/3 orgdnu, nicmén¢ tento jev nemél na zadny z pozorovanych parametri vliv.
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Obr. 18: Zmény hmotnosti sleziny a po¢tu T lymfocyti v prubéhu infekce.

a — absolutni hmotnost sleziny, b — relativni hmotnost sleziny vii¢i télesné hmotnosti
mysi, ¢ — pocet lymfocytl ve slezing; sloupce ukazuji primeér a smérodatnou odchylku
(n=4); *p <0,05, ptip. uvedena kurzivou
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4.2.3. Dynamika CD4+ populaci v prubéhu infekce

Vybrané populace CD4+ T lymfocytti (Th1, Th2, Th17 a Treg) byly charakterizovany na
zéklad¢ produkce cytokini a TF a vysledné hodnoty byly pro kazdy parametr zvlast
vyneseny do grafi. VIiv stimulace bun¢k na produkci cytokint/TF byl ovéien paralelni
kultivaci bun¢k s kontrolni smési namisto stimula¢ni. U téchto bun¢k nebyl detekovan
zadny z pozorovanych cytokinl a zastoupeni bun¢k produkujicich vybrané TF bylo nizsi
nez v pripad¢ kultivace se stimula¢ni smési. Dale jsou proto prezentovany pouze

vysledky ziskané z bun¢k inkubovanych ve stimulacni smési (PMA/ionomycin).

Th1 (Obr. 19)

Podil T-bet+ bunék i IFNy+ bunck byl ve slezin€é oproti zdravé kontrole snizen 3 dpi.
Nejvyssiho zastoupeni naopak dosahoval 7 a 14 dpi, pfic¢emz v prvné jmenovaném bodé
byla jasné definovana populace dvojité pozitivnich (T-bet+ IFNy+) bunék. Poté (21 dpi)
zastoupeni bun€k produkujicich T-bet ¢i IFNy klesalo, v ptipadé T-bet §lo o pokles na

uroven zdravych mysi.

Th2 (Obr. 20)

V ptipadé znakl typickych pro Th2 bunky byla pozorovana odlisSna dynamika pro
GATA-3+ buniky a IL-4+ bunky. V prvnim ptipadé byl prabéh kolisavy s propady pod
uroven zdravych kontrol 3 a 14 dpi a vzestupy mirn€ nad tuto troven 7 a 21 dpi. Oproti
tomu zastoupeni IL-4+ bunck postupné rostlo az do 14 dpi. V bod€ 7 dpi byla jasné
definovana populace dvojité pozitivnich (GATA-3+ IL-4+) bunck.

Th17 (Obr. 21)

V priibéhu infekce byl vyskyt RORyt+ i1 IL-17+ bunék ve srovnani s relativnim
zastoupenim markerti ostatnich populaci velmi nizky. RORyt+ bunky vykazovaly
podobnou dynamiku jako GATA-3+ bunky se signifikantnim poklesem 14 dpi. Naopak
IL-17+ buiky vtomto bod€ zaznamenaly signifikantni narGst. Populace dvojité
pozitivnich (RORyt+ IL-17+) bun¢k byla pomérné zieteln¢ definovana 21 dpi, avSak ani

jeden z markerti nebyl produkovén vice nez u zdravych mysi.
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Treg (Obr. 22)

Na rozdil od TF ostatnich métenych bunéénych populaci nebylo v porovnani se zdravou
kontrolou zastoupeni Foxp3+ bun¢k snizeno 3 dpi. K signifikantnimu poklesu doslo az
14 dpi. Podobné jako v pfedchozich ptipadech byly 21 dpi hodnoty TF srovnatelné se
zdravou skupinou. Opacny trend byl pozorovéan pro IL-10+ buiiky, jejichz zastoupeni
dosahovalo maxima 7 a 14 dpi. Detekce povrchového markeru CD25 nebyla v zddném
piipadé spésna a do budoucna vyzaduje upravu protokolu.

Vzhledem k malym vytézkim, co se tyCe detekce bunék produkujicich IL-10, byl
kromé¢ BFA pro zastaveni intracelularniho transportu proteinti testovan i Mon. Na
pozorovany trend produkce TF a cytokini v ¢ase v porovnani s BFA ovSem tento krok
nemél vyrazny vliv, vysledky korelovaly s témi ziskanymi pti pouziti BFA (Foxp3 rs =
0,5852, p = 0,0067; IL-10 1s = 0,6912, p = 0,0007). V ptipadé¢ Foxp3 bylo pozorovano
dokonce mén¢ Foxp3+ bunék (viz ptilohy Obr. p4).
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Obr. 19: Podil CD4+ T-lymfocyti produkujicich T-bet a IFNy (markery Th1) mezi
splenocyty mySi nakaZenych 7. regenti a reprezentativni dotploty; jednotlivé body
ukazuji priméry se smérodatnou odchylkou (n = 4); p hodnota uvedena kurzivou
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Obr. 20: Podil CD4+ T-lymfocyti produkujicich GATA-3 a IL-4 (markery Th2)
mezi splenocyty mySi nakaZenych 7. regenti a reprezentativni dotploty; jednotlivé
body ukazuji priméry se smérodatnou odchylkou (n = 4); *p <0,05; **p < 0,01
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Obr. 21: Podil CD4+ T-lymfocyti produkujicich RORyt a IL-17 (markery Th17)
mezi splenocyty mySi nakaZenych 7. regenti a reprezentativni dotploty; jednotlivé
body ukazuji priméry se smérodatnou odchylkou (n = 4); *p < 0,05; **p < 0,01, ptip.
hodnota uvedena kurzivou
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Obr. 22: Podil CD4+ T-lymfocytii produkujicich Foxp3 a IL-10 (markery Treg)
mezi splenocyty mySi nakaZenych 7. regenti a reprezentativni dotploty; jednotlivé
body ukazuji priméry se smérodatnou odchylkou (n = 4); **p < 0,01, pfip. hodnota
uvedena kurzivou
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4.2.4. Dynamika CD4- populace béhem infekce

V priibéhu infekce byl pozorovan i vysoky pocet CD4- T lymfocytil, pficemz znacna ¢ast
z nich produkovala T-bet a IFNy (Obr. 23). Podobné jako v ptipad¢ Th1 bun¢k i v piipadé
CD4- bunék bylo zastoupeni bun¢k produkujicich tyto markery nizsi 3 dpi a svého
maxima dosahovalo 7 dpi. Poté (14 a 21 dpi) jejich podil klesal, v ptipadé T-bet dokonce
pod uroven kontrolni skupiny. Ostatni sledované markery (IL-4, IL-10, IL-17, GATA-3,
Foxp3 a RORYt) byly v ramci CD4- T-lymfocytt po celou dobu infekce blizké nule.
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Obr. 23: Podil CD4- T-lymfocyti produkujicich T-bet a IFNy mezi splenocyty mysi
nakaZenych 7. regenti a reprezentativni dotploty; jednotlivé body ukazuji priméry se
smérodatnou odchylkou (n = 4); p hodnota uvedena kurzivou
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4.2.5. Shrnuti vysledkt z cytometrie

V pribéhu infekce dochédzelo ke zvétSovani sleziny a nartistdni poctu T lymfocyti.
Zastoupeni TF pro Thl, Th2 1 Th17 v pribéhu infekce nevykazovalo stabilni trend.
V piipadé Treg doslo k poklesu jen 14 dpi a pak opét k ndvratu do hodnot typickych pro
zdravé mysi. Mnozstvi bun¢k produkujicich cytokiny specifické pro dané populace bylo
nejvyssi 7 a 14 dpi. Poté se vétSinou podobné jako v ptipadé TF blizilo k hodnotdm
zdravych mysi (shrnuto v Obr. 24). T-bet i IFNy u CD4- bun¢k vykazovalo podobny trend
jako v ptipad€ Thl bun¢k.
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Obr. 24: Shrnuti produkce TF (a) a cytokini (b) CD4+ buiikkami sleziny mySi
nakazZenych 7. regenti
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5. Diskuze

Neuropatogenni motolice 7. regenti je zajimavym modelem pro vyzkum parazitarnich
neuroinfekci jiz bezmala 20 let (Hordk et al., 1999). I kdyZ dosavadni studie naznacuji,
ze za jeji neuspeSny vyvoj v savcich je zodpovédna hostitelova imunitni odpovéd’
(Hradkova & Horak, 2002; Koufilova et al.,, 2004a; Koufilova et al., 2004b;
Lichtenbergova et al., 2011), nebyl dosud identifikovan konkrétni mechanismus vedouci
k eliminaci infekce. JelikoZ jsou cytokiny vyznamnymi mediatory imunitni odpovédi,
ovetili jsme v této praci pritomnost vybranych cytokinti v nakazené nervové tkéani a
charakterizovali jsme zmény v zastoupeni vybranych subpopulaci T lymfocytt ve sleziné
infikovanych zvirat. Pfinosem prace je i popis a kvantifikace migrace 7. regenti v mySich
kmene C57BL/6J, o ¢emz bylo publikovano jen minimum vysledki (Chanova & Hrdy,
2016).

5.1. Migrace T. regenti v mysich C57BL/6J a reakce gliovych

bunék

Pro popis migrace 7. regenti v CNS mysi byl nejcastéji pouzivany imunokompetentni
kmen BALB/c (Horak et al., 1999; Hradkova & Hordk, 2002; Koufilova et al., 2004b;
Lichtenbergova et al., 2011). Vysledky této prace sledujici migraci 7. regenti v kmeni
C57BL/6J, ktery je vna$i laboratofi pro imunologicky vyzkum recentné vyuZzivan,
neprokazaly mezi témito kmeny vyznamné rozdily. Lokalizace schistosomul 3 dpi
predevsim v bederni a hrudni ¢asti michy a v pozd¢jSich ¢asovych intervalech v hrudni 1
kréni ¢asti michy byla srovnatelna s vysledky Hradkové a Hordka (2002), kteti podrobné
charakterizovali migraci v kmeni BALB/c. Ackoliv autofi nevybrali v pozdéjsich fazich
infekce intervaly pouzité v nasi praci, lze zjejich vysledkli ze dnii blizkych témto
intervaliim tento trend predpokladat. Z porovnani také vyplyva, Ze v nasem piipadé bylo
nalezeno mén¢ schistosomul. To nemusi byt zptisobeno odliSnou vnimavosti mysi
pouzivali az pétinasobné vyssi infekéni davku) a také nami zvolenym vySetfeni michy
z kryotfez. Pfi ném mohlo dojit k pfehlédnuti nékterych schistosomul, zejména
v submeningealnim prostoru. Toto pozorovani je v rozporu s vysledky Chanové a Hrdého
(2016), ktefi se domnivaji, Ze predispozice mysi kmene C57BL/6 k Th1 odpovédi naopak
zvySuje pocet paraziti migrujicich v CNS, ba dokonce jejich migraci urychluje.
Nezanedbatelnym faktorem je také pouziti odliSného kmene 7. regenti, jelikoz jak
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naznacuji predchozi experimenty v nasi laboratofi, jednotlivé kmeny se mohou lisit svoji
virulenci (Machacek et al., 2016, Krémarova, 2017).

Schistosomula byla v miSe nalezena predevsim v bilé hmoté (16 ze 22), nizsi
mnozstvi pak bylo pozorovano v submeningeélnich prostorech, centralnim kanalu, sedé
hmot¢ nebo v jejim rozhrani s hmotou bilou. Tyto vysledky odpovidaji situaci u mysi
BALB/c (Bulantova et al., 2016; Chanova & Hrdy, 2016) a preference migrace bilou
hmotou byla pozorovana i u kachny jakozto definitivniho hostitele, byt v tomto ptipadé
autofi uvadéji data jen z jednoho experimentalniho zvifete (Bulantova et al., 2016).
Paraziti mohou bilou hmotu upfednostiiovat, jelikoz jsou schopni pfijimat a travit myelin
(Doleckova et al. 2009, Lichtenbergova et al. 2011). Na druhou stranu, se v bilé hmoté
snadnéji rozvine zanét, coz muze vést k jejich usmrceni (Popovich et al., 1997).

Béhem infekce BALB/c mysi T. regenti dochazi k aktivaci astrocytii a mikroglii,
rezidentnich imunokompetentnich bunék CNS (Lichtenbergova et al., 2011). U
C57BL/6J mysi jsme reakci RCA I+ bunék (~ mikroglii, viz dale) a astrocytli na migrujici
schistosomulum v miSe pozorovali nejdiive 7 dpi, kdy v jejich okoli byly pfitomny
astrocyty s prodlouzenymi bunéénymi vybeézky a také mikroglie. Ty byly akumulovany
predevs§im kaudalné za schistosomuly. Lze ptedpokladat, Ze to je oblast, kudy parazit
migroval. Takovy migra¢ni kanal tvofeny aktivovanymi mikrogliemi pozorovali u
BALB/c mysi infikovanych 7. regenti 1 Lichtenbergova et al. (2011). Buné¢ny infiltrat
v migracnim kanélu parazita, tvofeny mikrogliemi/makrofagy, T lymfocyty a NK (z angl.
natural killer) bunikami popsali i Cardona et al. (1999) u mysi infikovanych M. corti.
Autofi predpokladali, ze se v této oblasti nachazely parazitdrni antigeny stimulujici
bunécnou imunitni odpovéd (Cardona et al. 1999), pfip. se miiZe jednat o reakci
imunitnich bun€k na poSkozeni axonili, které bylo od 7 dpi v migra¢nim kandlu
schistosomul pozorovano (Lichtenbergova et al., 2011).

Absenci reakce gliovych bunék i jiného bunééného infiltratu kolem schistosomula
3 dpi lze ptirovnat k situaci u nepoSkozeného cysticerku 7. solium (Restrepo et al., 1998),
ktery také neindukuje tvorbu zénétu. Nelze vSak vyloucit, Ze absence aktivace Ci
akumulace imunitnich bunék je v ptipadé 7. regenti 3 dpi zplsobena tim, Ze jde o velmi
Casnou fazi infekce, kdy paraziti ptestupuji z perifernich nervii do CNS (Lichtenbergova
etal., 2011).

Neposkozené bylo nalezeno i jedno ze schistosomul 14 dpi. Nachazelo se
v centralnim miSnim kandlu a gliové buiky v okoli nevykazovaly Zadnou zvySenou

aktivitu oproti zdravym mysim, jen centrdlni kanal byl mirn¢ rozsifen. Podobna situace
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byla popsana i u schistosomula nalezeného ve 4. komote mozkové (Lichtenbergova et al.,
2011). Absence bunécné imunitni odpovedi v téchto pripadech muze byt zplisobena
minimalnim porusenim tkdné CNS a také omezenym kontaktem parazitarnich antigent
s rezidentnimi imunokompetentnimi bunkami CNS, predev§im mikrogliemi.

V ostatnich pfipadech intervaltl 14 dpi a 21 dpi byla schistosomula jiz vyrazné
poskozena, coz odpovidad vysledkim z BALB/c mysi (Lichtenbergova et al., 2011).
V jejich okoli se nachazelo znacné mnozstvi hypertrofovanych astrocyti s dlouhymi
bunéénymi vybézky. Lze predpokladat, ze okolo degenerujicich paraziti a piipadné
poskozené tkan¢ dochazelo k tvorbé gliové jizvy, kterd je tvorena predevSim prave
astrocyty a ma za ukol izolovat patogen a poskozenou tkan v CNS od zdravé (Roitbak &
Sykova, 1999). Gliova jizva byla pozorovana i okolo degenerujicich cysticerkt 7. solium
spole¢né s granulomem tvofenym z velké ¢asti mikrogliemi/makrofagy (Restrepo et al.,
2001; Alvarez et al., 2002). V ¢ase 21 dpi nebyly kolem degenerujiciho schistosomula
prekvapivé detekovany zadné RCA I+ mikroglie, a¢ protilatka proti Iba-1, typickému
markeru mikroglii/makrofagh (Ito et al., 1998), ukézala jejich pocetné zastoupeni.
Pfic¢inou ztraty signalu lektinové sondy mizZe byt dystrofie mikroglii. Vazba RCA I na
takové mikroglie totiz nebyla potvrzena (Kettenmann a Ransom, 2013, s. 90). Pro
verifikaci by bylo ov§em nutné, zopakovat tento experiment 1 s jinymi Sarzemi lektinu
RCA 1. V ptipad¢ pozice schistosomula pobliz medianni ryhy 21 dpi bylo pozorovano
naruSeni meningii a mohutny bunécny infiltrat nejen v okoli parazita v parenchymu, ale i
v blizkém okoli v medianni ryze. Predpoklddame, Ze by se mohlo jednat o bunky
migrujici z periferni krve do likvoru, odkud nésledné infiltruji nervovou tkan.

Nejvetsi bunéény infiltrat podobné jako v ptipadé€ lidské NCC (Restrepo et al.,
2001; Alvarez et al., 2002) byl okolo degenerujicich parazitii i v naSem pozorovani. Také
okolo rozpadajicich se vaji¢ek schistosomy S. japonicum pii experimentalni nakaze
kralikt byl popsan granulom sklédajici se z neutrofilii, eozinofili a lymfocyti (Wang et
al., 2011). Buné&¢ny infiltrat okolo parazita v CNS byl prokazan i pfi experimentalnich
infekci my$i M. corti (Cardona et al., 1999), autofi ovSem neuvadi vztah k poskozeni
parazita. V mozkovém parenchymu pozorovali okolo parazita akumulaci T lymfocytd,
NK buné¢k a makrofagl. Za makrofdgy ovSem oznacovali vSechny CD11b+ buiky a
stejnou molekulu maji na svém povrchu 1 mikroglie (Akiyama & McGeer, 1990). Na
rozdil od zminénych ptiklada a vysledkl nasich experimentl nebyla pozorovéana tvorba

granulomu okolo larev 7. canis (Fioretti et al., 1989). To mlze byt zpisobeno zvySenou
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pohyblivosti larev na rozdil od modeliit NCC a neuroschistosomdzy a zaroven vice nez 4x
mensi velikosti parazita (Liao et al., 2008) v porovnani s 7. regenti v naS§em pozorovani.

Vysledky této prace tedy neprokazaly vyznamny rozdil v chovani paraziti
v my$im kmenu C57BL/6J ve srovnani s BALB/c ani v reakci gliovych bun¢k. Ta byla
pozorovana az 7 dpi a s postupem cCasu a degeneraci parazita se bunécny infiltrat
rozsifoval. Pro budouci studie bude prospésna kvantifikace schistosomul v mise v
prabéhu infekce, ktera byla u tohoto kmenu pro vybrané ¢asové intervaly publikovana

poprvé prave v této praci, zaloZzena na vétSim poctu vysetfenych mysi.

5.2. Cytokiny v okoli schistosomul v CNS

Cytokiny vyznamné¢ reguluji lokdlni 1 systémovou imunitni odpovéd, a tak
spolurozhoduji o pribéhu infekce, zplisobu eliminace parazita, ale ovliviiuji 1 miru
poskozeni tkani hostitele (McSorley & Maizels, 2012; Taylor et al., 2012). Jejich in vivo
produkce byla u nédkaz T. regenti popsana jen v kiizi mysi, kde dochazelo k sekreci Thl
(IFNy), Th2 (IL-4) i Treg (IL-10) cytokina (Koufilova et al., 2004b). V CNS, kde umiraji
schistosomula uniknuvsi periferni imunitni odpovédi, v§ak cytokinové prostfedi znamé
neni.

Poprvé byla ptitomnost cytokini detekovdna az 7 dpi, coz korelovalo s nami
pozorovanym nastupem aktivace astrocytt a mikroglii. I dals$i studie uvadéji rozvoj
zanétu a tkanovée patologie az ne diive nez 7 dpi (Kouftilova et al., 2004a; Lichtenbergova
et al., 2011; Krématova, 2017). Nejsilngjsi signal jsme 7 dpi pozorovali u IL-4 a IL-6,
které vykazovaly v dalsim pribchu infekce veskrze totoznou lokalizaci. V ptipadé
submeningealni lokalizace 7 dpi byla pfitomnost obou cytokinl patrna v t€ésném okoli
parazita a ve vétSim rozsahu zejména za migrujicim schistosomulem, zatimco v bilé
hmoté, a zejména v blizkosti cév, byl signdl distribuovan v SirSim okoli parazita. Na
zaklad¢ kolokalizace fluorescen¢niho signalu se lze domnivat, Ze IL-6 produkovaly
z velké ¢asti mikroglie, naopak na produkei IL-4 se Castéji podilely 1 dalsi blize neurcené
bunky.

Mohlo se jednat o buiiky infiltrované z periferniho imunitniho systému, jelikoz ty
se patrné vyraznou mérou podilely na produkci obou zminiovanych cytokini i v okoli a
uvniti naruSené medianni ryhy pobliZ parazita 21 dpi. Vyskyt téchto cytokint byl rozsifen
v oblasti, kde se vyskytovaly Iba-1+ bunky. To je sice pouzivany marker pro mikroglie,

ale zna¢i i1 dal§i bunky myeloidni linie, jako jsou makrofagy (Ito et al., 1998).
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Kolokalizaci navic nebylo mozné potvrdit, jelikoz tato protilatka nesla pouzit (vzhledem
ke stejnému ptivodu) v kombinaci se znacenim IL-4 a IL-6. Mimo makrofagy byly v CNS
v prubéhu infekce 7. regenti zperifernich bunék pozorovany i1 T lymfocyty
(Lichtenbergova et al., 2011) a granulocyty (Machacek et al., 2018). Pro ovéfeni jejich
produkce vybranych cytokinii by bylo potfeba vyuzit specifické znaceni pomoci IHC
nebo na prutokovém cytometru.

Bohuzel vzhledem k nizkému poctu nalezenych schistosomul v mysich 14 dpi
nejsou vysledky pro IL-4 a IL-6 zcela vypovidajici, resp. dobie reprezentujici produkci
cytokini v miSnim parenchymu. Tyto cytokiny byly totiz znafeny na fezech se
schistosomulem migrujicim centralnim kanalem, okolo kterého podobné jako v ptipadé
gliovych bunck nebyla patrnd ani reakce v podobé produkce cytokinll. Proto by bylo
vhodné experiment s intervalem 14 dpi zopakovat a najit schistosomula v miSnich
parenchymu, aby byla data iplna a 1épe porovnatelna.

Produkce IL-6 mikrogliemi mohla byt vyvoldna exkrecné sekrecnimi produkty
schistosomul, jejichz komponenty stimulovaly produkci tohoto cytokinu mikrogliemi 1
v in vitro systému (Machacek et al., 2016). Na druhou stranu, in vitro byla pozorovana
produkce IL-6 1 astrocyty v reakci na ziva schistosomula nebo solubilni frakei jejich
homogenatu. To v naSem piipad¢ podil astrocytti na produkci IL-6 navzdory oc¢ekavani
prokédzan nebyl. Produkovany IL-6 se nicméné muze podilet na hypertrofizaci astrocytl
a tvorbé gliové jizvy (Swartz et al., 2001). Ke zvysujici se expresi IL-6 v CNS dochézelo
1 vprubéhu infekce mySi 7. canis (Othman et al., 2010) a byl produkovan i
hypertrofovanymi astrocyty tvoticimi gliovou jizvu v okoli cév se zvySenou propustnosti
v piipad¢ infekce mysSi M. corti (Alvarez & Teale, 2006). V tésném okoli tohoto parazita
ovSem IL-6 také pozorovan nebyl (Cardona et al., 1999). Zd4 se tedy, Ze v ptipad€ infekce
mysi 7. regenti, ale 1 dal§imi parazity méa IL-6 protektivni efekt a podili se na opravé
poskozené nervové tkane.

V granulomu tvofeném okolo metacestodti 7. solium (Restrepo et al., 2001) 1 M.
corti byl pozorovan IL-4. Autofi ovS§em neuvadi, jaké bunky ho produkovaly, jen ho
pozorovaly ve stejnych mistech, kde se na paralelnich fezech nachazely yo T lymfocyty
a mikroglie/makrofagy (Cardona et al., 1999). T lymfocyty byly prokdzany v malém
mnozstvi 1 v okoli schistosomula 7. regenti (Lichtenbergova et al., 2011), proto nelze
vylouc¢it, Ze na produkci IL-4 se podilely i tyto buniky. IL-4 v ptipadé helmintarni stfevni
infekce byl produkovan i vrozenymi lymfoidnimi buitkami 2. typu a vedl k proliferaci

Th2 bunék (Pelly et al., 2016). Produkce IL-4 tak miize zpiisobovat potlaceni zdnétlivych
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procest v CNS a tim omezeni patologie. Tento efekt byl prokazan i v ptipad¢ infekce
CNS parazitickym protistem Toxoplasma gondii. Na druhou stranu vedl ovSem ke
zvysen¢ infestaci tkdn¢ (Roberts et al., 1996).

Navzdory in vitro systému (Machacek et al., 2016) jsme v naSich experimentech
pozorovali zvySené mnozstvi IL-1, ovSem az v okoli degenerujicich schistosomul 14 a
21 dpi. Tento cytokin byl produkovan hypertrofovanymi astrocyty a jeho pfitomnost
mohla byt zplsobena dlouhodobéjsSim plsobenim mrtvého patogenu v CNS kromeé
mikroglii a astrocytl 1 na fadu dalSich bun¢k. Tyto podminky by v in vitro systému bylo
obtizné navodit. IL-1p je dalezity pro produkci NO (Lima-Junior et al., 2013) a tak miize
zpusobovat 1 poskozeni hostitelovy tkdn¢ (Chao et al., 1996). Zaroven vyvolava sekreci
IL-17 mimo jiné yd T lymfocyty a stimuluje proliferaci a akumulaci neutrofil (Coftelt et
al., 2015).

Neutrofily by mohly byt vyznamnou slozkou granulocytt infiltrujicich nervovou
tkan zejména 14 dpi (Machacek et al. 2018). V tento interval a 21 dpi jsme pozorovali
nejveétsi zastoupeni IL-17 v SirSim okoli okolo schistosomul. Nicméné v nékterych
pfipadech byla intenzita signalu okolo parazita v bilé hmoté srovnatelnd se signalem
pozadi v Sedé hmoté¢, kde se ovSem parazit nenachéazel. Na produkci 1L-17 se z Casti
podilely nami pozorované mikroglie, které jsou timto cytokinem aktivovany (Yu et al.,
2016). Tuto funkci zminéného cytokinu podporuje i jeho ptitomnost 7 dpi jen v t€sném
okoli parazita. IL-17 se tedy aktivaci mikroglii pravdépodobné podili na destrukci
patogenu v CNS, nicméné tato reakce je stejné¢ jako v pfipad¢ signalizace IL-1
dvojsecnd, jelikoz vede také k poskozeni neuronti (Yu et al., 2016).

Produkce pozorovanych cytokini nasvédcovala provazanosti s aktivitou gliovych
bunék, a byla tedy pozorovana také nejdiive 7 dpi. Prozanétlivé cytokiny IL-18 a IL-17
nejhojnéji zastoupeny 14 a 21 dpi se svoji aktivitou mohou podilet na destrukci parazita,
zaroven ale také na destrukci neuront. Produkce téchto cytokinii miiZze byt omezena
cytokinem IL-4 a poskozeni nervové tkdn€ miize zmirnovat IL-6 pisobenim na astrocyty
a indukci tvorby gliové jizvy. V budoucnu by po detailn€jSim popisu cytokinového
profilu pomoci v nasi laboratofi pravé probihajici transkriptomické analyzy bylo vhodné

funkei vybranych cytokinti ovéfit s vyuzitim imunodeficientnich mysi pro dany cytokin.
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5.3. Periferni imunitni odpoveéd’

Vliv zanétu v CNS na periferni imunitni odpovéd’ jsme posuzovali ve slezing, jakozto
nejveétsim lymfatickém organu téla. V pribchu infekce 7. regenti se hmotnost sleziny i
mnozstvi T lymfocytl zvySovalo. Oproti tomu v piipadé poskozeni mozku mrtvici nebo
migraci larev hlistice Angiostrongylus cantonensis hmotnost sleziny klesala a doslo 1
k vyraznému snizeni mnozstvi splenocytti v disledku apoptézy. Ackoliv procentualniho
zastoupeni T lymfocyti se zvySovalo, bylo to patrné zplisobeno zvySujicim se mnozstvi
Treg bunck (Offner et al., 2006; Liu et al., 2017). Zanét a poSkozeni CNS v piipade
infekce T. regenti pravdépodobné neni tak zavazné jako ve zminénych piipadech. Proto
nedochdzi ke zvysené tvorbé Treg bunék s protektivni funkci. Na druhou stranu lozisko
onemocnéni neni izolovano od zdravé tkdné a miize se §itit dal. Dominance Treg bunék
v periferni krvi byla pozorovana i v ptipadé¢ lidské asymptomatické NCC (Adalid-Peralta
et al., 2012; Arce-Sillas et al., 2016), zatimco v piipadé symptomatickych ndkaz naopak
dominovala prozanétlivd Thl a Th17 odpovéd’ (Verma et al., 2011).

Pro detailni charakteristiku bun€k sleziny v pribéhu infekce 7. regenti byla
vyuzita fenotypizace T lymfocytl pomoci prutokového cytometru, coz je v nasi laboratofi
nové zavadéna metoda. Soucasna analyza TF a cytokinli v jednom experimentu neni
ovSem béZna a pfi pouZiti pufru optimalizovaného pro méteni TF mohou byt vytézky u
cytokinid niZsi. I kdyZ se ndm timto postupem podafilo detekovat kazdy ze sledovanych
cytokinti, bude tfeba tento protokol jeSté optimalizovat (napt. ovéfit vhodnost dalSich
pufri a porovnat ziskané vysledky). S ohledem na tuto skuteCnost byl kazdy ze
sledovanych parametrit (TF, cytokin) hodnocen primarné zvlast, dvojité pozitivni
populace byly sledovany az druhotné. Nizky pocet statisticky signifikantnich vysledkt
byl ovlivnén zvolenim piisného statistického testovani, proto jsou ve vysledcich uvedeny
1 p hodnoty vyssi nez 0,05.

V casné fazi infekce (3 dpi) jsme ve slezin€ pozorovali pokles zastoupeni TF
typickych pro Thl, Th2 i Thl7 oproti zdravym kontroldm, zastoupeni cytokiny
produkujicich bun€k ziistalo nizké a nezménéné. V tuto dobu se vétSina paraziti nachéazi
v kiizi a uniknuvs$i schistosomula vstupuji do CNS, aniz by zptlisobovala viditelnou
bunéénou imunitni odpovéd (Koufilova et al., 2004b; Lichtenbergova et al., 2011).
Splenocyty tedy patrné reaguji na schistosomula zachycend po penetraci do hostitele
v kiizi. Predpoklddame, Ze na sniZeni zastoupeni bunék pozitivnich na sledované TF miize

mit podil odliv maturovanych T lymfocyti do lymfatickych uzlin spadovych pro
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postizené oblasti kize. V nich byla pozorovana smisend Th1/Th2/Treg reakce (Koufilova
etal., 2004b). V dob¢ publikace tohoto experimentu ovsem nebyla zndma Th17 populace,
takze vysledky pro ni nejsou popsany. Této hypotéze vSak nenasvédCuje nezmeénéné
zastoupeni Foxp3+ bunék, jelikoz jejich zastoupeni bylo 3 dpi srovnatelné se zdravou
kontrolou.

V dalsich fazich infekce (7 a 14 dpi) jsme detekovali narast zastoupeni bunék
produkujicich v§echny pozorované cytokiny. Nejmarkantnéjsi byl narist u IFNy+ a IL-
4+ buné¢k s vrcholem 7, resp. 14 dpi. Tato reakce uz byla patrné¢ zplisobena zanétem
probihajicim v mise, ktery kulminuje 14 dpi (Lichtenbergova et al. 2011, Machécek et al.
2018). Hypotéze, ze je sledovand odpoveéd splenocytd reakci jiz na infekci v CNS,
napovida skute¢nost, Ze hodnoty IL-4 1 IL-10 v koZnich spadovych lymfatickych uzlinach
8 dpi uz klesaly (Koufilova et al., 2004b). Pro potvrzeni hypotézy o vlivu zanétu v CNS
zpusobeného 7. regenti a vylouCeni vlivu imunitni odpovédi v kizi by vSak vhodné
provést paralelni srovnani T lymfocytti ze spadovych uzlin pro kiizi a CNS.

Ptekvapivé bylo zjisténi, ze postupny narist IL-4+ bunék nekoreloval
s dynamikou exprese TF GATA-3, typického pro Th2. Procentudlni zastoupeni GATA-3
bylo 3 a 14 dpi vyrazné€ nizsi oproti ostatnim ¢asovym intervaliim. Tento jev mize byt
zpusoben ukoncenim exprese tohoto TF (a tedy 1 transkripce daného cytokinu) pted
méfenym intervalem; cytokin je vSak v buiice stale pfitomen. Podobny rozpor byl
pozorovan i u kralikli nakaZzenych S. japonicum, u nichZ dochézelo ke sniZeni exprese T-
bet ale hladina IFNy v séru se neménila. V piipad¢ markertt Th2 populace byl pozorovan
pokles hladiny IL-4 ackoliv exprese GATA-3 se zvySovala (Farwa et al., 2018).
Podobnou situaci jsme pozorovali i v pfipadé Th17 a Treg lymfocytd 14 dpi, kdy
korelace byla tedy pozorovéana jen v ptipadé Thl markerid. Obvykle se fenotypizace T
lymfocyt provadi jen na zaklad€ jednoho z parametri (cytokiny nebo TF). Recentni
publikace 1 naSe pozorovani naznacuji, Ze vysledky jen z jednoho parametru mohou byt
zavadejici.

T-bet+ a IFNy+ buniky jsme pozorovali i v pfipadé CD4- T lymfocytt, které
nejspi§ reprezentuji CD8+ T lymfocyty. Dynamika jejich produkce v pribé&hu infekce
byla podobna jako v pfipadé Thl bunék. Ackoliv jsou cytotoxické CD8+ T lymfocyty
obecné spjaté spiSe s virovou infekei, vykazovaly tento fenotyp i mysi splenocyty po
stimulaci vajeCnymi antigeny S. mansoni (Pancré et al., 1999). Navic bylo jejich zvysujici

se mnozstvi ve slezin€ pozorovano 1 in vivo v ptipad¢é chronické stfevni schistosomoézy,
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kde autofti predpokléadali jejich dilezity vyznam v patologii ndkazy (Li et al., 2015), aniz
by vSak nastinili konkrétni mechanismus.

Zanét v CNS ma tedy patrné vliv i na periferni imunitni odpovéd’, ackoliv ziskana
data z detekce TF nejsou zcela jednoznacnd. Produkce cytokinti IFNy i IL-4 T lymfocyty
ve slezin€ koreluje s nastupem zanétu v CNS, resp. jeho vrcholem 14 dpi. Narast I[L-4+
bunék s vrcholem 14 dpi svédci o trendu regulace zanétu v CNS a bylo by vhodné doplnit
IHC pozorovéni cytokinii v okoli degradujiciho parazita v miSnim parenchymu, kvali
potvrzeni pravdépodobné ptitomnosti tohoto cytokinu. Pro detekci IL-10 a IL-17 by bylo
vhodné modifikovat protokol napt. delsi dobou stimulace bunék nebo zvolenim jiného
pufru pro inkubaci bunék. V pozd¢jsi fazi infekce (21 dpi) se zdé, ze hladiny TF i
cytokinti se blizi hodnotdm zdravych mysi, nicméné pro ovéfeni tohoto trendu by bylo

vhodné pridat dalsi interval méfeni.
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6. Zaver

Motolice 7. regenti ptedstavuje zajimavy model pro vyzkum neuroinfekci, avSak dosud
nebyla k dispozici data o cytokinech produkovanych pfi infekci nahodnych hostitela.
Cilem této prace proto bylo charakterizovat migraci 7. regenti v mySich kmene C57BL/6J
(v€. souvisejici reakce vybranych gliovych buné€k) a déle na ptikladu vybranych cytokint

popsat bunéénou imunitni odpoveéd’ téchto hostitell jednak v CNS, jednak ve slezing.

V ramci této prace bylo dosazeno zejména téchto vysledku:

e Byla srovnana migrace schistosomul, provedena jejich kvantifikace a popsana
reakce astrocyti a mikroglii v my$Sim kmenu C57BL/6J v porovnani s diive
vyuzivanym kmenem BALB/c. Tyto kmeny se ve sledovanych parametrech
nelisi.

e Pritomnost cytokini v CNS byla provazana s aktivitou gliovych buné¢k a
zaznamenana nejdiive 7 dpi. SmiSend imunitni odpovéd’ v okoli parazitl svédcila
jak o zanétlivé reakci s pritomnosti IL-1p a IL-17, tak 1 pravdépodobné snaze o
jeji regulaci IL-4. Zaroven se v miSe vyskytoval 1 IL-6 dilezity pro hojeni CNS.

e Vlivzanétu v CNS na periferni imunitni odpoveéd’ byl potvrzen zvySenou produkci
cytokinii (zejména IFNy a IL-4) T lymfocyty ve slezin€ infikovanych mysi

v dobé¢, kdy zdnét miSe dosahuje svého vrcholu.

V ramci této diplomové prace byly prohloubeny znalosti o bunééné imunitni odpovédi
savcl na infekci ptaci schistosomou 7. regenti, a to jak v CNS, tak ve slezin€. Ziskana
data o polarizaci cytokinové imunitni odpovédi poslouzi pro dalsi studium této
problematiky v rdmci probihajiciho projektu zaméteného na transkriptomickou analyzu

infikované mys$i michy.
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8. P¥ilohy
8.1. IHC experimenty

Vzorové fezy michy ze zdravych mysi byly vyuzity pro rozliSeni Sedé a bilé hmoty (gm,
resp. wm) (viz Obr. pl). Zaroven byla potvrzena vazba protilatek proti cytokinim do

mi$nich meningti i u zdravych mysi.
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Obr. pl: Micha ze zdravé mysi; Protilatka proti cytokinu (IL-6); astrocyty (GFAP);
jadra (DAPI); Sipky — miSni meningy; trojuhelnik — centralni kanal; wm — bila hmota;
gm — Seda hmota; plnd Cara mezi meningy a wm — glia limitans; teCkovana ¢ara —
rozhrani wm/gm; ¢erchovana ¢ara — rozhrani gm/centralni kanal
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Vylouceni falesné pozitivnich vysledki v dasledku vazby kréli¢ich
polyklonalnich protilatek v okoli schistosomul bylo provedeno znacenim fezl sérem ze

zdravého kralika, ve stejné koncentraci, jaké byla pouzita pro fedéni protilatek (viz. Obr.

p2).

Obr. p2: Prikaz vazby kralic¢ich protiliatek do schistosomula a vylouceni této vazby
v jeho okoli.

Protilatky obsazené v séru ze zdravého kralika; jadra (DAPI); schistosomulum bile
oramovano
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8.2. Cytometrické experimenty
Spravnost stanoveni hranice mezi pozitivni a negativni populaci pfi gatingu byla ovéfena

zobrazenim izotypové kontroly k pfislusnému TF (viz Obr. p3)

d e

=

Obr. p3: Srovnani izotypové kontroly (Cervené) s prisluSnou protilatkou stejného
izotypu (Sedé) k TF jednotlivych T lymfocytarnich populaci; a — Thl (T-bet); b —
Th2 (GATA-3); ¢ — Th17 (RORyt); d — Treg (Foxp3); e — CD4- bunky (T-bet)
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Vzhledem k nizkym vytézkiim IL-10 byl pfi stimulaci BFA nahrazen Mon. KyZeny

vysledek tento krok ovSem nepfinesl. Zastoupeni pozitivnich bunék bylo podobné jako

v ptipad¢ pouziti BFA (viz Obr. p4)
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Obr. p4: Porovnani procentualniho zastoupeni Foxp3+ a IL-10+ bunék pri stimulaci

splenocyti v pritomnosti BFA nebo Mon.; a — Foxp3, b — IL-10; n=4; Foxp3 15 =
0,5852, p=0,0067; IL-10 rs = 0,6912, p = 0,0007
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